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Sommaire
La formation des particules du VIII-1, agent étiologique du SIDA, débute par
le recrutement de la protéine virale p55Gag au site d’assemblage. Cette protéine est
nécessaire et suffisante à la production de telles particules. Cependant, le site initial
de recrutement de Pr55 et son trafic subséquent restent un sujet de controverse. Il
a longtemps été considéré que le VIII-1 s’assemblait préférentiellement à la
membrane plasmique (MP) des lymphocytes T ainsi que de certaines lignées
cellulaires transformées. Or, des études récentes suggèrent que Pr55 pourrait être
directement ciblé vers des compartiments intracellulaires, les corps multivésiculaires
(CMV) avant d’être dirigé vers la MP. Le but de notre étude était donc d’analyser le
ciblage initial de p551 et son trafic subséquent dans les cellules HEK293T,
présentant une localisation de Gag à la MP mais aussi dans les CMV. Nous avons
adapté une méthode de fractionnement cellulaire nous permettant de séparer
efficacement la MP des CMV. Couplée à des expériences de marquage métabolique,
cette approche nous a permis de montrer que Gag est principalement ciblé vers la
MP. Alors qu’une partie est relâchée dans le milieu extracellulaire, une portion
significative de Gag est intemalisée vers les CMV où il s’accumule principalement
sous forme mature. Ce processus, sensible aux drogues affectant l’intégrité du
cholestérol à la MP est par ailleurs influencé par la capacité de Gag à être
efficacement relâché via la protéine accessoire Vpu. Enfin, nos travaux montrent que
la multimérisation de Gag serait nécessaire à sa localisation dans les CMV.
Globalement, notre étude suggère que le VIH-l est assemblé et relâché
préférentiellement à la membrane plasmique. Les particules assemblées ou en en
voie d’assemblage qui ne sont pas relâchées efficacement seraient intemalisées par
un processus dépendent du cholestérol et ciblées vers les CMV où ils s’accumulent.
Le rôle des particules virales associées aux CMV dans la transmission et la
persistance virale reste un aspect majeur du VIH-l à élucider.
Mots clés: VIII-I, p55Gag assemblage, relâche, Vpu, multimérisation, endocytose,
membrane plasmique, corps multivésiculaires.
iv
Summary
Production of HW-l particles, which is known to be the etiologic agent of
ATDS, requires a series of coordinated events, particularly the recruitment of the viral
precursor p55 to fflV-1 site of assembly: p55 is necessary and sufficient to
induce HIV-l particle formation and budding. It has long been considered that HIV-1
assembly takes place primarily at the plasma membrane (PM) of infected T
lymphocytes as welÏ as in a number of transformed ceil unes. However, recent
studies have proposed that p55 is initially and directly targeted to intracellular
compartments called multivesicular bodies compartments (MVB) before reaching the
PM. Thus, Pr55 initial targeting and the precise location of the initial site of
particle assembly remain controversial and poorly understood. Our goal was to
evaluate p55Gag targeting and its subsequent trafficking in HEK 293T celis, that
present both PM- and MVB localization of Gag. Therefore, we adapted a sub-cellular
fractionation that efficiently separates PM from MVB. This method coupled to pulse
chase labeling allowed us to follow the trafflcldng of newly synthesized Gag. Our
resuits demonstrate that Gag is primarily targeted to the PM. A significant portion of
Gag, mainly as a mature form, is then intemalized to MVB through an endocytosis
process that is sensitive to drugs affecting PM-associated cholesterol and modulation
of the viral release efficiency through the action of the accessory protein Vpu.
Furthermore Gag localization into MVB seems to be dependant on its capacity to
multimerize efficiently. Altogether, our data suggest that the plasma membrane is the
primary site of HIV- 1 assembly and release of viral particles. Gag and virus that are
partially or fully assembled can be subsequently intemalized through a process that is
dependent on cholesterol: this mechanism can be modulated by the release efficiency
of the viral particles. More studies are nevertheless required to better understand the
importance of virus accumulating in MVB in the transmission and propagation of
HIV-1.
Kevwords HIV-1, plasma membrane, Gag trafficking, viral assembly, Vpu,
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Première partie Introduction
21. Introduction: Généralités
La découverte du virus de l’immunodéficience humaine (VIH) en 1983 a
considérablement affecté non seulement la recherche scientifique de ces 25 dernières
années mais a par ailleurs eu des répercutions profondes sur nos comportements
sexuels et nos relations interindividuelles. C’est à la fin des années 1970 que de
nombreux patients homosexuels de New-York et San Francisco souffrant de fatigue,
de perte de poids et parfois même de formes rares de cancer sont déclarés. En 1981,
le CDC (Centers for Disease Contrat and Prevention) d’Atlanta, constatant un
nombre anormalement élevé de cas de sarcomes de Kaposi (tumeurs cutanées
causées par l’herpésvirns humain HHV-8), considère alors ces cas comme faisant
partie d’un véritable problème sanitaire [1]. Cependant l’agent étiologique du
syndrome d’immunodéficience humaine acquise ou SIDA n’est isolé qu’en 1983 [2];
[3]. L’épidémie, qui a pris de l’ampleur au courant des années 1980, est toujours en
expansion de nos jours. L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) considère que
35 à 45 millions de personnes vivraient avec le VIH actuellement et que près de 60 ¾
des individus infectés se trouveraient en Afrique subsaharienne. Par ailleurs, plus de
5 millions de personnes auraient été nouvellement infectées par le VIH en 2005 et
près de 3 millions de décès seraient attribués au SIDA [4].
La propagation rapide du VIH notamment en Afrique est due aux propriétés
uniques de ce rétrovirus. faisant partie de la sous-famille des lentivims, on distingue
chez l’humain deux membres : le VIH-1 et le VIH-2. Le VIH-1 est très répandu
puisqu’il est l’agent causatif de l’épidémie mondiale alors que le VIH-2, moins
virulent, se retrouve principalement en Afrique de l’Ouest. Les analyses
phylogénétiques réalisées sur ces deux rétrovirus indiquent que le VIH-l et -2
proviendraient d’une transmission singe-homme du virus de l’immunodéficience
simienne infectant respectivement les chimpanzés (VIS) et les macaques à face de
suie (VISsm) [5]. Le VIH-1 est particulier en ce sens qu’il établit une infection
persistante causant une destruction lente et progressive du système immunitaire: les
lymphocytes T CD4+ sont la cible privilégiée du VIH-l et sa déplétion conjuguée à
des dysfonctionnements des autres cellules du système immunitaire
(monocytes/macrophages, cellules B, cellules NK) conduit à l’apparition d’une
immunosuppression ou SIDA (pour une revue, [6]). À ceci s’ajoutent la
dégénérescence du système nerveux central ainsi que l’apparition de nombreuses
3maladies opportunistes qui profitent de l’affaiblissement du système immunitaire.
Cependant, des études effectuées sur des modèles simiens, remettent en question le
concept d’infection chronique caractérisée par une dégradation lente des protections
immunitaires [7]; [81; [9]. En effet, l’infection par le VIH-l se caractérise par trois
grandes phases: dans un premier temps une virémie élevée ainsi que l’apparition de
symptômes pseudo-grippaux constituent la primo-infection. Or, lors de cette phase
aiguê de l’infection, une destruction massive des cellules T mémoires CD4+ a été
observée au niveau des muqueuses dans le cas du SIV [8]; [9]. Cette déplétion au
niveau des sites d’entrée potentiels de nombreux pathogènes, pourrait causer un coup
fatal au système immunitaire et expliquerait la plus grande susceptibilité de
l’organisme aux infections opportunistes. La deuxième étape de l’infection est la
phase chronique caractérisée par une diminution de la charge virale sanguine bien
que le virus continue de se répliquer mais aussi par une diminution progressive du
nombre de lymphocytes T CD4±. La phase SIDA est enfin marquée par des niveaux
très bas de cellules T CD4+, ouvrant la porte à des infections opportunistes qui
peuvent causer le décès du patient immunodéprimé. Les traitements antirétroviraux
actuels interfèrent sur différents mécanismes développés par le VIH pour maintenir
l’infection : bien qu’ils présentent dans certains cas des effets secondaires plus ou
moins importants, ils permettent de ralentir durablement la progression de l’infection
et ont augmenté de manière considérable la durée de vie des patients infectés.
2. Or2anfsation %énomigue du VIII
Le VIH faisant partie de la famille des rétrovirus et de la sous-famille des
lentivirus, il possède un génome composé de deux copies d’ARN simple brin,
linéaire, non-segmenté et de polarité positive. Chaque brin d’ARN est formé
d’environ 9.8 kilobases et présente en 5’ une coiffe alors qu’en 3’ on retrouve une
séquence polyA. Une séquence non codante en 5’ formée d’une région R (repeated),
US (unique en S’) et PBS (primer binding site) ainsi qu’une séquence non codante en
3’ formée des régions PPT (polypurine), U3 (unique en 3’) et R encadrent le génome
viral (figure I). Le VIH-l et VIII-2 partagent une homologie de séquence de 42 %
mais sont phylogénétiquement distincts. Ces deux lentivirus étant des rétrovirus
complexes, ils possèdent non seulement des gènes structuraux tels que gag, poÏ et env
mais aussi des gènes codant pour des protéines de régulation (tat,rev) et des gènes
codant pour des protéines accessoires (nef vf ipu et vpr/ipx) qui sont importantes
4pour le contrôle du cycle d’infection ainsi que la modulation des interactions virus-
cellule (Figure 1). Ces gènes accessoires ne sont pas nécessaires in vitro pour la
réplication du virus mais ils sont essentiels à sa pathogénicité in vivo. Le VIH-1 se
distincte du VIH-2 par une différence au niveau d’un gène accessoire: alors que le
VII-T-1 présente un gène codant pour Vpu, le VIH-2 contient une région codante pour
Vpx qui s’apparente dans ses fonctions au gène vpr du VII-I-1 (Figure 1). Par ailleurs,
la protéine Env du VIH-2 assure certaines des fonctions dc Vpu du VIH-l dont la





Figure 1. Organisation génomique du VIH-1/VIS et du VIH2/VISsm. Les
séquences LTR en 3’ et 5’ du génome viral contiennent les domaines U3-R-U5.
(figure adaptée du site dicos.en s-lyon.frlvielim age!)
CA t_[•.
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Figure 2. Structure de la polyprotéine p55Gag du VIH-1. Le domaine M impliqué
dans l’association aux membranes est constitué du motif myristilé et de la région
basique de MA présent en N-terminal. Le domaine I d’interaction entre molécules de
Gag est constitué de la région C-terminale de Ca et d’une partie de la région N-









52.a. Gènes codant pour des protéines structurales
gag
Le gène gag code pour la polyprotéine p55Gag dont le poids moléculaire est de
55 kDa. Ce précurseur, lors de la formation de la particule virale, est clivé par la
protéase virale PR, générant la matrice (MA ou p17), la capside (CA ou p24), la
nucléocapside (NC ou p7), p6 ainsi que deux spacer p2 et p1 (pour une revue, [12];
Figure 2). La polyprotéine Gag joue un rôle central dans l’assemblage de la particule
virale puisqu’elle est capable à elle seule de former des pseudovirions (VLP ou virus
like particules) en absence d’autres constituants viraux [13]; [14].
La matrice est composée de 132 acides aminés et tapisse la surface interne de la
particule virale (figures 2 et 6). Cette protéine présente au niveau de son domaine N-
terminal une région basique ainsi qu’un acide myristilique attaché de manière
covalente au résidu Glycine présent au niveau de la région N-terminale de MA. Ces
deux éléments, formant le domaine M (Membrane-binding domain; Figure 2), sont
essentiels à l’association aux membranes [15]; [16]; [17]; [18]; [19]. Des mutations
au niveau du résidu Glycine présent à l’extrémité N-terminale de p55Gag ou de la
région basique peuvent être dommageables pour l’assemblage du virus : les six
résidus du domaine N-terminal de MA sont cependant suffisants pour induire la
myristilation de cette région [20] et la formation de particules virales en absence
d’autres séquences de MA [20]; [21]; [22]. Des études structurales ont montré que la
région basique de MA chargée positivement interagirait avec les acides
phospholipidiques constituant les membranes chargées négativement ([19]; section
3f). MA est en outre essentielle à l’incorporation de la glycoprotéine de l’enveloppe
(Env) lors de la formation du virion [23]; [24]. Ces deux protéines virales
s’associeraient à T1P47 (Tail-interacting protein of 47 Wa), une protéine cellulaire
impliquée dans le mouvement des endosomes vers le TGN (Trans-Goïgi Network)
[25]. Les résidus 5 à 16 de MA seraient essentiels à l’incorporation de Env [25]. MA
a par ailleurs été montrée comme restant associée avec le complexe de préintégration
(PIC) lors de l’infection de nouvelles cellules cibles [26]; [27]. MA conférerait un
signal de localisation nucléaire (NLS) permettant au complexe de traverser le pore
nucléaire et de compléter le cycle de réplication viral au niveau de cellules
différenciées ou ne se divisant pas [26]; [28]. Ce NLS se situerait dans la région
6basique, décrite précédemment [26] : la substitution du domaine NLS conduit à un
défaut de réplication du VIH- 1 dans les cellules différenciées en arrêt de cycle alors
qu’il conserve sa capacité à se multiplier dans des cellules en division [26]; [29].
Enfin, des travaux récents ont montré que MA serait capable d’interagir avec des
protéines adaptatrices, la protéine AP-3, via son domaine N-terminal [30] et la
protéine AP-2 via un motif Yxx à la jonction entre MA et CA [31]. AP-3 est
notamment impliquée dans le mouvement de protéines lysosomales. Celle interaction
influencerait le site de localisation de la protéine Gag et la formation de particules
virales [30]. AP-2 est quant à elle impliquée dans les processus d’intemalisation
clathrine-dépendante de protéines présentes au niveau de la membrane plasmique.
L’abrogation de l’interaction AP-2-Gag augmente la relâche virale [31] (pour plus de
détails voir la section 4.c). Toutes ces observations mettent en avant le rôle central de
MA dans l’initiation de la formation de la particule virale et la poursuite du cycle
viral.
La capside (CA) qui suit MA au niveau du précurseur p55Gag forme le corps
de la particule virale mature et est importante pour l’assemblage du virion et son
entrée dans la cellule cible. CA est constituée de deux larges hélices a séparées par
une région flexible [30, 32-34]. La première, située au niveau N-terminal est
nécessaire à la formation de la structure centrale conique de la particule virale mais
n’intervient pas dans l’assemblage de la particule virale immature [22, 23, 35-37]. Ce
domaine constituant les deux tiers de CA interagit par ailleurs avec la peptidyl-prolyl
cis-trans cyclophiline isomérase A (CyPA) et permet son incorporation dans la
particule virale [38-41]. CyPA est en fait le récepteur intracellulaire de la
cyclosporine A, un immunosuppresseur (CsA) qui se fixe au site actif de CyPA [42].
L’infectivité des particules nouvellement formées est diminuée lorsque CyPA n’est
plus incorporée dans les virions [41]. Les données récentes suggèrent que CyPA
pourrait jouer le rôle de chaperonne d’assemblage lors de la formation du corps du
vinon [43] bien qu’il ait été initialement proposé que CyPA déstabilise la structure
conique et facilite le désassemblage de la particule virale suite à son entrée dans la
cellule cible [44]. A l’opposée, la région C-terminale est cruciale à la formation de la
particule virale et son corps central [23, 45-47]. Cette région est suffisante à la
formation de VLP lorsqu’elle est couplée à un domaine d’ancrage aux membranes et à
un motif qui facilite la relâche de particules virales [48]. CA peut former des dimères
7en solution grâce à son domaine C-terminal [321: le domaine fonctionnel de
dimérisation au niveau de pr55Gag s’étendrait de la région C-terminale de CA
jusqu’au spacer p2 [49] et la capacité de cette région à dimériser est cruciale lors de
l’assemblage de particules virales. En outre, cette région contient un motif de 20
acides aminés appelé MI{R (Major HomoÏogy Region) du fait de sa forte
conservation chez les rétrovirus [50]. Celle région favorise les interactions protéine-
protéine indispensables à l’assemblage des particules virales et aux étapes post
assemblage [51, 52]. La modification conformationnelle de CA permet la formation
d’une structure conique, caractéristique des virions matures. Enfin, la région C-
terminale de CA fait partie d’un domaine appelé domaine I pour Gag-Gag
interaction englobant la fm de CA en plus de la région N-terminale de la
nucléocapside (NC) (Figure 2). L’interaction entre les molécules de Gag serait le
résultat d’un phénomène concomitant de multimérisation des domaines CA et
d’interactions entre la nucléocapside et PARN viral [53-55].
Le domaine I contient une région basique présente dans NC et importante
pour l’encapsidation des deux copies du génome viral (Figure 2). Il présente deux
motifs en doigt de zinc qui permettent d’interagir spécifiquement avec le génome
viral et de l’incorporer dans la particule en formation : la présence de ces deux motifs
est essentielle à la réplication virale [56-58]. La NC est très basique et interagit avec
une région présente en amont de la partie codante pour Gag au niveau du génome à
ARN non épissé [59, 60]. Cependant, dans le cas où l’ARN viral n’est pas
disponible, des ARN cellulaires peuvent être incorporés dans la particule en
formation. NC contient par ailleurs certains résidus basiques qui sont essentiels à
l’incorporation non-spécifique d’acides nucléiques [61, 62]: elle permet notamment
le recrutement de l?ARNts qui fera office d’amorce (primer) lors de la
rétrotranscription du génome viral. La présence des domaines en doigts de zinc et
leur disponibilité jouent un râle important dans l’initiation de la multimérisation ainsi
que dans le maintien du cône central du virion [63]. En effet, la multimérisation des
molécules de Gag débuterait par des interactions électrostatiques entre la région
basique de NC et les groupements phosphates de l’ARN en voie d’encapsidation.
Dans le corps central de la particule virale mature, NC entoure les deux ARN viraux.
Ainsi le rôle central de NC est de permettre l’incorporation du génome viral en plus
$d’initier les interactions intermoléculaires au niveau de Gag nécessaires à
la
formation des particules virales.
Au niveau C-terminal du précurseur
p55Ga se trouve le domaine p6, région
spécifique aux lentivirus. Il est à la fois important pour l’incorporation de la pr
otéine
accessoire Vpr via le motif LXXLF [64-661 mais plus encore dans les étapes tardives
de l’assemblage et de la relâche des particules virales [67]. La libération de la
particule virale du site d’assemblage requiert un étranglement de la memb
rane
limitante avant son détachement et le domaine p6 intervient dans ce processus [68].
En fait, il constitue la région la plus variable en séquence et en longueur: il
contient
cependant certains motifs conservés dont les motifs P(T/S)AP et YPLTSL au niveau
de sa région N-terminale. Le motif P(T/S)AP interagit directement avec la protéine
cellulaire TsglOl (Tttmor susceptibiÏity gene 101), qui est un composant de la
machinerie cellulaire ESCRT-I (Endosornal Sorting Cornp1ex requiredfor Transport
1) (pour une revue, [69]; figure 5). TsglOl est notamment impliquée dans la
reconnaissance des protéines cargo ubiquitinées présents au niveau d’endosomes
tardifs et à leur transiocation à l’intérieur de ces compartiments intracellulaires (pour
une revue, [70]). Le motif YPLTSL permet quant à lui d’interagir avec la protéine
cellulaire AIP1/ALIX, impliquée dans le contrôle de la formation des vésicule
s
intraluminales des endosomes tardifs: AIP 1 interagit avec le complexe ESCRT-III
,
particulièrement la protéine CHMP4A, mais aussi avec la protéine Tsgl
Ol
[71J(Figure 5). Cette association favoriserait la formation des particules virales
([71]; voir section 3.f). Les motifs d’interaction avec TsglOl et AIP1/ALIX
constituent le domaine L ou Ïate dont la fonction principale est de recruter le
complexe ESCRT et promouvoir le détachement de la particule virale d
e la
membrane où elle s’est assemblée (Figure 2). La machinerie ESCRT est constituée de
trois groupes, ESCRT-I, II et III, qui interviennent à différentes étapes de
la
formation des vésicules intraluminales des corps multivésiculaires (CMV) (figure 5),
compartiments tardifs (ou endosomes tardifs) essentiels au recyclage et à la
dégradation de protéines cargo notamment les récepteurs de cytokines présents à
la
surface cellulaire [72].
9C pot Le gène poi code pour l’ensemble des enzymes virales nécessaires au cycle de
réplication du VIH-l, que sont la protéase (PR), la transcriptase inverse (II) et
l’intégrase (IN). Le précurseur Pol est en fait le résultat d’un décalage du cadre de
lecture de type -1 lors de la synthèse du précurseur
p55Gas Cet événement rare (5 à
10% des cas) donne naissance au précurseur Prl600l [73J. La protéase, constituée
de 99 acides aminés est très importante pour l’infectivité virale puisqu’elle induit la
maturation des particules virales [74-76]. Elle est par ailleurs une cible privilégiée
des traitements contre le VIH-l. Au niveau du précurseur Prl
60Gag.Pol PR dimérise
et s’autoclive. Cette automaturation permet par la suite de cliver les précurseurs
pr55 et p160GaPoI de manière séquentielle et ordonnée pour générer les
différentes protéines structurales (MA, CA, NC et p6) ainsi que les enzymes virales
IN et TI (pour une revue, [77]). Cette maturation induit une modification importante
de la structure virale permettant la formation du corps central où l’ARN et la NC sont
condensés pour former une structure conique à l’intérieur de la particule virale. Cette
étape est essentielle puisqu’elle confère aux particules virales nouvellement formées
leur infectivité et leur capacité à fusionner avec de nouvelles cellules cibles [76].
Le VIH-1 a la capacité de convertir son génome à ARN en ADN double brin
lors des phases précoces de l’infection. Cette réaction est catalysée par la
transcriptase inverse (TI) qui est un hétérodimère contenant une sous-unité de 66 kDa
et une sous-unité de 51 kDa. La petite sous-unité provient du clivage par PR de la
grosse sous-unité de 66 kDa qui a perdu son domaine ARNase H. La TI rassemble à
elle seule quatre activités essentielles à la prolifération du VIH- 1: une activité ADN
polymérase ARN dépendante, une activité ADN polymérase ADN dépendante, une
activité hélicase et enfin une activité ARNase H qui permet de cliver l’ARN du
complexe ARN-ADN lors de la formation du génome ADN double brin [7$-$0]. Une
spécificité importante de cette enzyme est son manque de fidélité lors de la synthèse
des molécules d’ADN : lors de la rétrotranscription, l’absence d’activité
exonucléolytique empêche la TI de corriger les mésappariements d’où l’apparition de
nombreuses mutations dans le génome viral [81]. Ceci est un moyen très efficace
pour le virus d’évoluer (apparition de quasi-espèces) et de développer des résistances
aux agents antiviraux en plus d’échapper au système immunitaire.
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Suite à la rétrotranscription, le génome à ADN nouvellement synthétisé doit
être intégré dans celui de la cellule hôte. Pour cela, le VIH-l code pour une intégrase
IN de 32 kDa [82], contenant trois grands domaines fonctionnels: une région N-
terminale contenant un domaine doigt de zinc, une région centrale et enfin une région
C-terminale relativement non conservée [$2]. L’introduction de mutations dans le
domaine N-terminal conduit à l’abolition de la tétramérisation d’IN et conduit à la
perte de son activité catalytique [83, 84]. La région centrale est essentielle pour la
catalyse de la réaction d’intégration [85]. Enfin, le domaine C-terminal est important
pour le clivage de l’extrémité 3’ de l’ADN proviral ainsi que dans la réaction
d’intégration [86, $7].
env
La glycoprotéine Env joue elle-aussi un rôle majeur dans le cycle viral. Cette
protéine est en fait issue du gène biscistronique env qui donne naissance au
précurseur gpl6O. Celui-ci est ensuite transloqué et glycosylé dans le réticulum
endoplasmique où de nombreux ponts disulfures sont formés [88, 89]. Le précurseur
forme un trimère avant d’être dirigé vers l’appareil de Golgi où celui-ci serait clivé
par une furine pour donner naissance à la gpl2O (SUgpl2O) et la gp4l (TMgp4l)
[90-92]. La gpl2O, correspondant à la partie N-terminale de la gpl6O, forme la sous-
unité de surface d’Env et reste associée à la gp4l par des liaisons non-covalentes. La
gp4l quant à elle correspond à la sous-unité transmembranaire. Les hétérodimères
gpl2O-gp4l sont dirigés vers la membrane plasmique pour être incorporés dans les
virions en formation. Cette incorporation se ferait via une interaction indirecte et
nécessiterait un motif présent dans le domaine cytoplasmique de la gp4l : la
substitution ou la délétion de certains résidus au niveau de la queue cytoplasmique de
la gp4l ont été montrées comme abolissant l’incorporation de l’Env dans les
particules en formation [20, 22, 24, 93-95]. Le facteur cellulaire T1P47 jouerait le
rôle de pont moléculaire entre MA et Env pour médier l’incorporation de l’enveloppe
dans la particule en formation: le domaine MA et la queue cytoplasmique de la gp4l
sont importants pour former ce complexe [25].
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2.b. Gènes codant pour des protéines régulatrices
tat
Le gène tat (transactivator of transcription) est constitué de deux exons: le
premier est formé de 72 codons se trouvant entre les gènes vpr et env alors que le
second exon chevauche les gènes rev et env. Selon la souche virale, ce deuxième
exon peut varier en longueur d’où une taille de la protéine Tat allant de 85 à 130
acides aminés. Cette protéine est essentielle au cycle viral puisqu’elle a la capacité de
moduler l’expression du génome viral au niveau de la séquence LTR tLong Terminal
Repeat sequence) en 5’ du provirus. Dans les faits, Tat permet d’augmenter le
nombre de transcrits viraux en facilitant l’initiation et l’élongation de la transcription
des gènes du VIH [96, 97]. Elle a la capacité d’interagir avec une séquence présente
dans le LTR en 5’, l’élément TAR (Transactivation Responsive element), et de
recruter des éléments de la machinerie cellulaire dont le complexe p-TEFb (voir
section 3.e). Tat, par le recrutement d’histone acétyltransferase (HAT) et de FAT
(Factor acetyÏtransferase), permet un remodelage de la chromatine et facilite la
transcription virale [98]. Elle a par ailleurs la capacité d’activer le facteur NF-icB en
le recrutant en amont de la boite TATA du génome proviral ([99]; voir section 3.e).
Le rôle central de Tat est donc de faciliter l’initiation et l’élongation des transcrits
viraux et joue un rôle important dans la formation subséquente de particules virales.
rev
Le gène rev (regulation of expression of viral proteins) est lui aussi le
résultat d’un épissage alternatif. Il est constitué de deux exons : le premier chevauche
la partie 3’ du premier exon de tat et le second chevauche la partie 3’ codant pour le
domaine transmembranaire du gène env. Ce gène code pour une protéine de 116
acides aminés et sa fonction principale est de permeftre le transport des ARNm
viraux non épissés et mono-épissés du noyau vers le cytoplasme de la cellule infectée
[100]. Normalement, la cellule a la capacité de retenir dans le noyau les ARNm
jusqu’à leur épissage complet. Ceci est cependant dommageable pour le VIII puisque
les ARNm codant pour Gag, Pol, Env, Vpr, Vpu et Vif ne pourraient pas être
traduits. Rev confère au VIH-1 la capacité de transporter des ARNm partiellement
épissés en liant un motif au niveau de l’ARNm appelé RRE (Rev Responsive
Element) [101]: ils possèdent alors un signal d’exportation nucléaire grâce à son
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domaine riche en leucines qui constitue le signal d’export nucléaire (NES). La
présence d’un NES mais aussi d’un NLS permettant à Rev de faire la navette entre le
noyau et le cytoplasme de la cellule infectée [101, 102].
2.c. Gènes codant pour des protéines accessoires
nef
Le gène nef (negative Jactor), présent en 3’ du gène env, code pour une
protéine de 206 acides aminés dont la fonction est de faciliter la dégradation du
récepteur CD4. Nef exerce une fonction précoce en facilitant l’intemalisation du
CD4 présent à la surface cellulaire et en le dirigeant vers la voie lysosomale, via la
voie d’endocytose clathrine-dépendante [103]. Cette dégradation du CD4 de surface
permet de réduire les interactions entre le récepteur et le précurseur Env et donc
d’empêcher l’agrégation de particules virales à la surface de la cellule lors du
bourgeonnement. De même, la réduction du nombre de CD4 à la surface diminue la
surinfection pouvant causer une mort cellulaire précoce (pour une revue, [104, 105]).
Nef pourrait en outre diminuer la présence des corécepteurs CXCR4 et CCR5 à la
surface des cellules infectées pour limiter la surinfection [106, 107]. Les effets de
Nef sur l’infectivité virale et la réplication sont très importants puisque des mutations
dans le gène codant pour cette protéine ou son absence peuvent réduire
significativement le niveau d’infectivité des particules virales (de 4 à 40 fois moins
infectieux) mais aussi la capacité d’infecter de manière productive les cellules
environnantes (de 5 à 20 fois) [108, 109]. Nef a par ailleurs la capacité de réguler le
nombre de molécules (allèles A et B) du complexe majeur d’histocompatibilité de
classe 1 (CMH-l) mais aussi la quantité de molécules matures du CMH-II présentes
à la surface de la cellule, protégeant ainsi les cellules infectées des lymphocytes T
cytotoxiques [110-112]. Enfin, Nef peut moduler la signalisation intracellulaire au
niveau des cellules T et augmenter l’expression de fas-Ligand: ceci permet
d’induire l’apoptose des cellules immunitaires effectrices infectées ou non et de
permettre l’évasion immunitaire [113].
v?u
La protéine Vpu (viral protein U), issue de l’ARNm bicistronique codant pour
Env, est constituée de 81 acides aminés. L’une des fonctions les mieux connues et la
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mieux caractérisée est sa capacité à induire la dégradation des molécules de CD4
nouvellement synthétisées au niveau du réticulum endoplasmique (RE) via la voie
ubiquitine-protéasome (pour une revue, [114]). En effet, le récepteur CD4 dans le RE
s’agrège aux précurseurs de l’Env ce qui permet à Vpu d’interagir avec le récepteur
et de recruter le complexe 13-TRCP (B-Transducin Binding Frotein) pour induire son
ubiquitination et sa dégradation [115-117]. Ainsi cette dégradation du CD4 permet
comme dans le cas de Nef de limiter la surinfection des cellules ainsi que
l’agrégation de particules virales à la surface de la cellule [11$]. Elle permet aussi de
libérer le précurseur de l’Env qui peut alors transiter vers la membrane plasmique et
être incorporé dans les particules virales en formation. Une fonction moins connue
de Vpu est son importance au niveau de la relâche de particules virales: l’expression
de Vpu favorise la relâche de virions et l’importance de son effet varie selon le type
cellulaire [119-127]. Certaines études effectuées dans les cellules HEK293T ont
montré que l’effet de Vpu sur la relâche virale serait dépendant de la prolifération
cellulaire : l’arrêt du cycle cellulaire par inhibition de contact ou par l’usage de
drogues rend les cellules HEK293T sensibles à l’effet de Vpu et facilite la relâche de
particules virales en sa présence [12$]. La modulation de l’efficacité de relâche par
Vpu serait importante pour prévenir l’internalisation de particules virales présentes â
la surface de la cellule : Vpu aurait la capacité d’inhiber l’activité d’un facteur de
restriction qui interfère avec la relâche efficace des particules virales en les retenant à
la surface cellulaire [126, 129].
vf
Le gène vf (viral inJectivity facto,») code pour une protéine de 193 acides
aminés jouant un rôle dans l’infection de cellules non-permissives dont les cellules
lymphocytaires du sang périphérique mais aussi dans l’infectivité globale des
particules virales. En effet, Vif facilite la dégradation d’un facteur antiviral
APOBEC3G faisant partie des défenses cellulaires innées [130, 131]. Elle induit son
élimination via la voie ubiquitine-protéasome et empêche son incorporation dans les
particules virales en voie de formation en plus de réguler négativement son
expression dans les cellules infectées [132-134]. APOBEC3G (Apolipoprotein B
RNA-editing Enzyme Complex 3G), suite à son incorporation dans la particule virale,
cause la déamination des cytosines au niveau de l’ADN viral lors de la synthèse du
brin négatif dans les cellules en cours d’infection. L’activation d’APOBEC3G ferait
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suite à l’action de l’activité RNase H de la RT lors de la synthèse de l’ADN viral
[135]. L’absence de Vif conduit ainsi à une hypermutation au niveau du génome viral
causant une dégradation de l’ADN provfral et empêchant le cycle viral de se
poursuivre correctement [136].
vpr/vpx
Codée au niveau de la partie 3’ de vf et chevauchant tat en 5’ dans le cas du
VIH-1, la protéine Vpr remplit de multiples fonctions au cours du cycle viral. Cette
protéine de 96 acides aminés est incorporée à de hauts niveaux dans les virions et est
notamment impliquée dans les étapes précoces du cycle d’infection, particulièrement
dans l’import nucléaire du complexe de préintégration (PIC) au niveau des cellules
quiescentes ou différenciées (pour une revue, [137]. La délétion de Vpr réduit de
manière significative la réplication virale dans des cellules différentiées telles que les
macrophages [13$-142], suggérant que Vpr pourrait surmonter un facteur de
restriction prévenant l’import nucléaire efficace du PIC au niveau de ces cellules.
L’une des autres fonctions de Vpr est sa capacité d’induire l’arrêt du cycle cellulaire
en phase G2 elle induit l’activation de la voie de signalisation dépendante d’ATR
(ATM- and Rad3-relatedprotein) qui est normalement stimulée lors de dommages à
l’ADN ou lors de stress réplicatif [143-145]. Cet arrêt en phase G2 serait de grande
importance pour la transcription virale puisque cet arrêt de cycle augmenterait la
production de transcrits viraux [146]. Dans les faits, Vpr favorise l’initiation de la
transcription au niveau du LTR proviral en recrutant le coactivateur transcriptionnel
p300et la protéine p2IWAFÏ [147]. Les travaux récents suggèrent en outre que
l’arrêt en phase G2 médié par Vpr pourrait avoir un rôle pro-apoptotique et serait
important dans la déplétion des lymphocytes T CD4+ lors de la pathogénêse virale
[148J. L’activation de la voie dépendante d’ATR nécessiterait le recrutement de Vpr
au niveau de la chromatine et favoriserait l’entrée des cellules infectées dans un
processus de mort programmée par altération du processus normal de réplication de
l’ADN [143, 149]. Finalement, Vpr pourrait avoir un effet cytotoxique sur les
cellules environnantes non infectées [150, 151]: en étant libérée dans le milieu
extracellulaire, elle pourrait favoriser l’entrée en apoptose d’un grand nombre de
cellules non infectées dont les lymphocytes T CD8+ et les cellules B [152-159].
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Dans le cas du VIH-2, certaines des fonctions évoquées précédemment sont
en fait partagées entre Vpr et Vpx. Vpx est elle aussi incorporée au niveau de la
particule virale à de forts niveaux et interagit via le domaine C-terminal de Gag pour
médier son incorporation. Vpx a été montrée comme étant importante pour la
réplication du VIH-2 dans les cellules différenciées [160] alors que la protéine Vpr
du VIH-2 a conservé les fonctions d’arrêt de cycle [161].
3. Cycle de réphication du VIII-1
Le cycle de réplication du VIH-1 peut se délimiter en deux grandes phases:
une phase précoce et une phase tardive. La première comprend les étapes
d’adsorption et d’entrée du virus dans la cellule cible, la libération de son génome
jusqu’à l’intégration du provirus dans le noyau de la cellule infectée (f igure 3). La
seconde phase débute avec l’initiation de la transcription des gènes viraux pour se
terminer par le bourgeonnement, la relâche et la maturation de particules virales
nouvellement formées (Figure 4).
3.a. Reconnaissance de la cellule cible, adsorption et entrée du VIII-1
Dans les étapes précoces de l’infection, le VIH-1 cible préférentiellement une
sous-population de cellules du système immunitaire, les lymphocytes T CD4+. CD4
a été montré comme étant le récepteur primaire auquel le VIH-1 s’attache à la surface
de la cellule cible [162]. Dans les faits, Env présent à la surface de la particule virale
interagit avec CD4 : cette interaction conduit à des modifications conformationnelles
d’Env, lui permettant d’interagir avec un corécepteur (CCR5 ou CXCR4) [163-165J
(Figure 3). Ces deux corécepteurs sont en fait des récepteurs de chimiokines et
dictent le tropisme du virus: alors que CXCR4 donne au virus un tropisme pour les
lymphocytes T, CCR5 facilite le ciblage des macrophages. L’interaction gpl2O-CD4
puis le recrutement du corécepteur conduisent à l’exposition du peptide de fusion
présent dans la partie transmembranaire d’Env (gp4l) et à son ancrage dans la
membrane plasmique de la cellule cible. Ce mécanisme facilite la fusion des
membranes et la libération de la capside virale dans le cytoplasme de la cellule en
voie d’infection (Figure 3). Les étapes suivant l’entrée du virus sont pour le moment
mal comprises, particulièrement le processus de libération du génome viral à partir
du corps de la capside viral. Il apparaît cependant que CA est perdu lors de cette
étape alors que certaines molécules de MA, NC ainsi que la RT, l’intégrase IN et Vpr
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restent associées au génome du VIH-1 pour former le complexe de transcription
inverse (RTC) [166]. De manière intéressante, certains primates non-humains ont été
montrés comme étant non-permissifs au VIH-1 : un bloc cellulaire agissant au niveau
d’étapes post-entrées du virus empêche le VIH-1 de poursuivre son cycle [167]. CA
joue un rôle important dans cette restriction [16$] et la protéine TRIM5a (tripartite
motif 5-alpha) a été identifiée conmie étant le facteur cellulaire interférant avec la
production de l’ADN proviral [169]. Cependant, le mécanisme par lequel TRIM5Œ
est capable de bloquer la poursuite du cycle viral dans les cellules de primates reste
peu clair: les dernières évidences suggèrent que TRTM5u ciblerait les formes
cytosoliques de CA issues de l’entrée du VIH-1 dans la cellule, et induirait sa
dégradation [170].
3.b. Transcription inverse
L’une des spécificités des rétrovirus est leur capacité à convertir un génome à
ARN en une molécule d’ADN double-brin lors des étapes précoces de l’infection
virale (Figure 3). Ce processus, catalysé par la RT, nécessite une activité ADN
polymérase ARN et ADN dépendants ainsi qu’une activité RNaseH et hélicase qui
pour compléter la transcription inverse. Elle débute par la synthèse du brin négatif
d’ADN en allant en direction de l’extrémité 5’ du génome d’ARN. La RT initie ce
processus grâce à un ARNtls incorporé lors de la formation de la particule virale qui
se lie à la séquence PBS (Frimer Binding Site) présent près de l’extrémité 5’ de
l’ARN génomique. L’ARNt’ sert alors d’amorce. L’hydride ARN-ADN formé est
ensuite dégradé grâce à l’activité RNaseH de la RT. Un premier transfert de la
matrice a lieu: la portion d’ADN nouvellement synthétisée s’hybride à la région R
située à l’extrémité 3’ du génome d’ARN (de la même ou d’une autre molécule
d’ARN génomique). L’élongation du brin négatif d’ADN se poursuit: l’ARN servant
de matrice est au fur et à mesure dégradé par la RT. Seule la séquence PPT
(Polvpurine Tract) riche en purines est conservée. Cette séquence sert d’amorce pour
la synthèse de l’extrémité 3’ du brin positif d’ADN viral (Rausch 2004). Cette
seconde amorce ne se situant pas à l’extrémité du génome viral, un second transfert
de brin a lieu. La séquence PBS nouvellement synthétisée s’hybride alors à sa
séquence complémentaire sur le brin négatif à l’extrémité 3’ du brin négatif d’ADN.
La RT complète la synthèse du brin positif d’ADN jusqu’au signal central de
terminaison appelé CTS (central termination sequence). Une région de 100
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nucléotides est présente en duplicata, formant un rabat d’ADN (DNA flag) ([1711;
Figure 3). Cette séquence jouerait un rôle essentiel dans le transport subséquent du
PIC vers le noyau. Cette région serait éliminée par des enzymes cellulaires et l’ADN
proviral serait réparé par la machinerie cellulaire. La transcription inverse produit
donc une molécule d’ADN présentant à ces deux extrémités des LTR (Long Terminal
Repeats) formés des régions U3, R et U5 ([172]; Figure 1). Lors de ce processus, un
certain nombre de mutations ponctuelles peuvent être introduites du fait de l’absence
d’activité exonucléolytique de la RT [173, 174]. Il est généralement admis que le
processus de transcription inverse est complété avant l’entrée dans le noyau de la
cellule. Ce phénomène de transcription inverse pourrait cependant être initié très
précocement dans la particule virale puisque certaines études ont observé une
production d’ADN dans les virions extracellulaires [175-178]. De manière
intéressante, la conversion du génome viral à ARN en une molécule d’ADN double
brin est la cible d’un facteur de restriction cellulaire, APOBEC3G elle a la capacité,
sous la forme LMM (Low inolecular mass), de bloquer le cycle de réplication du
VIH- 1 au niveau de la rétrotranscription [179]. La protéine virale Vif n’a aucun effet
sur cette forme d’APOBEC3G puisqu’elle n’est présente qu’en faible quantité au
début de l’infection. APOBEC3G se retrouverait sous la forme LMM dans les
lymphocytes T CD4+ latents et dans les monocytes et rendrait ces cellules non-
permissives à l’infection par le VIH-l [179].
3.c. Import nucléaire du PIC
L’ADN viral synthétisé est transporté du cytoplasme vers le noyau de la cellule
sous la forme d’un complexe de préintégration ou PIC (figure 3). Ce PIC en plus de
contenir le génome viral, présente des protéines virales telles que MA, NC, RT, IN et
Vpr en plus de protéines cellulaires comme HMG I (High Mobilitv Group DNA
binding protein), les importines a et 3, BAF (Barrier-to-autointegration) et
LEDGF/p75 (Lens epithelium-derived growth factor ; se référer à la section 3 .d) [26,
28, 180-187]. Le PIC fait 56 nm de diamètre alors que le pore nucléaire n’en fait que
9 nm [187]. En absence de division cellulaire et donc de disparition momentanée de
la membrane nucléaire, l’import nucléaire du PIC nécessite un transport actif.
Cependant ce mécanisme est pour le moment mal connu. Certaines protéines
composant le PIC contiennent un NLS telles que IN, MA et Vpr [26] et le cibleraient
vers le pore nucléaire. Ce complexe avancerait le long des microtubules et
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s’accumulerait au niveau des centres organisateurs des microtubules MTOC
(Microtubules-organizing centre) [18$-190]; Figure 3) avant de renter dans le
noyau. En outre, Vpr jouerait un rôle important dans l’entrée du PIC dans le noyau
en affectant possiblement l’intégrité de la membrane nucléaire [191]. IN et le rabat
d’ADN (DNA fiag) semblent eux aussi jouer un rôle central dans l’import nucléaire
[1711.
3.d. Intégration du provirus
Suite au transport du PIC dans le noyau, l’intégrase IN catalyse l’insertion de
l’ADN viral double brin au niveau du génome cellulaire [192] (Figure 3). Le
processus d’intégration du provirus débute avec l’excision de deux nucléotides aux
extrémités 3’ de chaque brin d’ADN. Cette étape appelée 3 ‘-end processing donne
naissance à une molécule d’ADN double-brin ayant des extrémités 3’ rétrécies. Par la
suite, N clive dans l’ADN chromosomique laissant deux extrémités non appariées de
5 bases. Elle favorise la formation d’un lien covalent entre les extrémités 3’ du
provirus et les extrémités 5’ de l’ADN chromosomique. Des enzymes cellulaires
complètent alors le processus en ajoutant les nucléotides manquants (pour revues,
[193, 194]). Longtemps considérée comme aléatoire, l’intégration du provirus au
niveau du génome cellulaire semble se faire préférentiellement au niveau de gènes
cellulaires transcriptionnellement actifs, particulièrement au niveau d’exons [195-
198]. Le recrutement du complexe contenant I ‘ADN viral au site d’intégration se
ferait via l’interaction entre IN et LEDGF/p75 (Lens epitheÏium-derived growth
factor) qui a la capacité d’interagir avec la chromatine. L’expression d’un mutant de
p75 n’ayant plus la capacité d’interagir avec la chromatine empêche le processus
d’intégration [199]. Par ailleurs, l’interaction entre N et p75 inhibe la dégradation
rapide de l’intégrase viral par le protéasome 26S [200].
3.e. Expression des gènes viraux
Suite à l’intégration du provirus au niveau du chromosome de l’hôte, celui sert
de matrice pour la synthèse des ARN viraux codant pour les différentes protéines
virales. L’ARN polymérase II de l’hôte synthétise les ARN viraux et le LTR présent
en 5’ du génome intégré sert de région promotrice. Celui-ci contient dans le domaine
U3 une boîte TATA, d’où est initiée la transcription virale, en plus de nombreux sites
de liaison de facteurs de transcriptions cellulaires. Ce processus se termine à la
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frontière R-U5 du LTR en 3’, conférant aux ARN viraux une queue polyA tout
comme les ARNm cellulaires. Trois grandes catégories d’ARN viraux peuvent être
identifiées: tout d’abord les ARN non épissés qui codent pour le précurseur
p55Gag
ainsi que p160GagPoI ou ceux servant d’ARN génomique. Puis on trouve les ARN
partiellement épissés qui codent notamment pour les protéines Env, Vif, Vpu et Vpr.
Enfin les ARN totalement épissés codant pour Rev, Tat et Nef forment la dernière
catégorie.
La transcription basale du LTR proviral est très faible et nécessite la présence
du transactivateur Tat [97, 201-203]. En outre, à l’instar de la synthèse des ARNm
cellulaires, le processus d’élongation des ARN viraux nécessite la phosphoiylation
du domaine C-terminal de l’ARN p01 II. Cette étape essentielle à la transcription
efficace du génome viral fait là aussi intervenir la protéine virale Tat [204]. Suite à la
liaison à la séquence TAR [205], Tat recrute le complexe p-TEFb constitué de la
kinase Cdk9 et de la cycline Il, catalysant la phosphorylation du domaine C-
terminal de l’ARN pol II t206]. Ce phénomène conduit à la libération de deux
facteurs inhibiteurs de l’élongation transcriptionnelle, DSW et NELF, qui lient
normalement la forme hypophosphoiylée de l’ARN polymérase II. En outre, Tat
favorise la transcription virale par le recrutement de HAT et FAT et le remodelage de
la chromatine ainsi que par l’activation du facteur NF-KB, fixant une région en amont
de la séquence TAR [207].
Les premiers transcrits synthétisés sont épissés par la machinerie cellulaire et
transportés de manière conventionnelle du noyau vers le cytoplasme. Tat, Rev et Nef
sont les premières protéines virales synthétisées. Par la suite, Rev catalyse le
transport des ARN non épissés et mono-épissés qui ne peuvent être exportés dans le
cytoplasme par la machinerie cellulaire. Dans le noyau, Rev lie la séquence RRE
(Rev Responsive Element) présent au niveau de la région codante pour Env des ARN
non épissés et mono-épissés (Malim 1989). La liaison de Rev au RRE masque son
NLS et permet au complexe Rev-ARN d’être transporté dans le cytoplasme via le
recrutement de l’exportine Crml. Les ARN viraux sont traduits par la suite comme
les ARN cellulaires à l’exception de l’AR.N codant pour Pri 60(301 : un décalage du
cadre de lecture intervient lors de la synthèse de ce précurseur grâce à une structure
en épingle à cheveux riche en guanines se trouvant au début de la région codant pour
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Pol et ralentit le passage du nbosome. Celui-ci recule alors dun nucléotide (5-10%
des cas) et lit le codon UUA en UUU initiant alors la traduction de pol [73, 208].
ARN—- Liaison]

















Figure 3. Cycle de réplication du VIH-1 : importance de la phase précoce. La
phase précoce d’infection du VIH-1 comprend notamment les étapes de
reconnaissance et d’adhésion à la cellule cible, de libération de la particule virale
dans le cytoplasme de reverse transcription et de formation du complexe de
préintégration. Celui-ci est ensuite importé dans le noyau cellulaire où l’ADN viral
est intégré au génome de la cellule cible. (Figure adaptée de [6]). Abbréviation:
CRM- 1 (Chromosome Region Maintenance J).
3.f. Assemblage et formation de la particule virale
L’assemblage et la formation de la particule virale a lieu au niveau dune
bicouche lipidique. Le précurseur p55Gag joue un râle central dans le processus
d’assemblage : en effet il contient les déterminants essentiels à l’association aux
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virales, à l’interaction avec Env mais aussi au recrutement de la machmene cellulaire
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nécessaire au bourgeonnement de la particule virale. Suite à la synthèse du
précurseur p55Gag au niveau de polysomes libres dans le cytosol, Gag s’associe en
quelques minutes à une membrane et initie les étapes subséquentes à la fonnation de
la particule virale (Figure 4). Il a notamment été montré que 30 à 50% du Gag
associé aux membranes se retrouve dans des domaines résistants aux détergents
appelé DRM (Detergent-Resistant Membrane) et que la quasi-totalité du Gag est
associée aux membranes 30 minutes après sa synthèse t209-212].
Le domaine MA joue un rôle crucial dans l’initiation de l’assemblage de la
particule virale et le recrutement du précurseur p55Gag aux membranes : en effet la
modification co-transcriptionnelle du domaine N-terminale via l’ajout d’un acide
myristilé permet l’ancrage du précurseur Gag dans la bicouche lipidique [15-17]. Cet
acide gras saturé constitué de 14 carbones facilite l’association aux membranes grâce
à des interactions hydrophobiques au niveau de la couche lipidique [19, 213, 214].
Cependant, la présence de ce groupement seul, bien que nécessaire, n’est pas
suffisant à la présence de Gag à une membrane [15]. Une région basique au niveau
du domaine N-terminal de MA stabilise l’ancrage de Gag à la membrane via des
interactions électrostatiques entre les charges négatives des phospholipides
membranaires et les charges positives des résidus basiques [18, 19, 215]. Le
groupement myristilé est connu pour adopter deux conformations différentes
affectant son association aux membranes: une conformation exposée et une
conformation séquestrée (pour revues, [215, 216]). On a longtemps cm que
l’association de MA aux membranes était régulée par une modification
conformationnelle du groupement myristilé et que son exposition dépendait en partie
de la multimérisation des précurseurs p551• Cependant, les études récentes ont
montré que MA myristilée s’associe directement et spécifiquement à un
phospholipide présent à la membrane plasmique, le phosphoinositol-(4,5)-
bisphosphate (P1(4,5)P2). Cette interaction induirait une modification
conformationnelle du domaine N-terminal de MA et permettrait l’exposition du
groupement myristilé et son ancrage dans la membrane où l’assemblage est initié
[216-218].
Suite à la stabilisation de Gag au niveau de la bicouche lipidique, les domaines
CA et NC induisent la multimérisation de molécules de Gag adjacentes (Figure 4).
La région I d’interaction entre molécules de Gag est formée de deux domaines
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distincts: une région basique dans NC qui interagit avec l’ARN viral et favorise la
multimérisation de Gag et le domaine C-terminal de CA qui contient la région
conservée MHR ([51]. L’introduction de mutations dans ces deux régions conduit
généralement à un défaut d’assemblage de la particule virale. Alors que
l’incorporation de l’ARN viral est important pour la multimérisation des molécules
de Gag [60, 219, 220], sa présence n’est pas nécessaire à l’interaction entre
Pol
et les molécules de Gag multimérisées [221]. Par contre NC joue un rôle central
dans l’incorporation de pj60Gag4’ol dans la particule virale puisque la substitution de
la nucléocapside au niveau de Gag par un domaine leucine (leucine ztpper) conduit à
une réduction importante de son encapsidation [222]. Env est par la suite incorporée
dans la particule virale en formation via le domaine MA de Gag (Figure 4) et la
protéine cellulaire, T1P47, jouerait le rôle de pont moléculaire entre Env et MA
facilitant son incorporation dans la particule naissante [25].
Les étapes finales de formation et de bourgeonnement de la particule virale
nécessitent le domaine L de Gag (figures 2 et 4) et le recrutement des protéines du
complexe ESCRT (pour une revue, [69J). Les interactions entre de TsglOl,
AW1/ALJX et le domaine p6 de Gag induisent la mobilisation de la machinerie
nécessaire à l’invagination de la bicouche lipidique et à la formation de la particule
virale. Il y a une très grande similarité topologique entre le bourgeonnement de la
particule virale dans le milieu extracellulaire et la formation de vésicules dans le
domaine luminal des CMV. Le bourgeonnement de la particule virale est initié par le
recrutement du complexe ESCRT-I composé de TsglOl, Vps2s et Vps37: cette
étape est un prérequis à la mobilisation du complexe ESCRT-II [223-226].
Cependant l’importance de ce groupement protéique dans le bourgeonnement des
particules virales est pour le moment mal comprise. Finalement, les protéines CHMP
faisant partie d’ESCRT-III sont recrutées via AIPI qui a la capacité d’interagir avec
les complexes ESCRT-I et III [71, 227, 22$, 229]. La déplétion des niveaux
intracellulaires de Tsgl 01 ou la surexpression d’un mutant transdominant négatif de
TsglOl, d’AJPl/ALIX ou des protéines CHIvIP inhibe la relâche de particules virales
et conduit à l’apparition de structures virales proches de celles observés dans le cas
d’un domaine L de Gag non-fonctionnel [71, 229-231]. En outre, la libération des
particules virales nécessite le désassemblage du complexe ESCRT: la protéine Vps4
ATPase, qui est la seule enzyme connue du complexe ESCRI, contrôle la
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dissociation du complexe ESCRT-III à la fin du processus d’invagination [71, 229,
232-236]. L’expression de mutants de Vps4 ayant perdu leur capacité de fixer l’ATP
ou étant incapables de l’hydrolyser inhibe la relâche de particules virales dans le
milieu extracellulaire [227-229]. Ainsi la machinerie endosomale joue un rôle
essentiel dans le bourgeonnement et la relâche des particules du VIII-1.
Certaines observations suggèrent en outre que l’ubiquitïnation pourrait jouer un
rôle dans le bourgeonnement et la libération subséquente de particules virales dans le
milieu extracellulaire initialement, il a été montré que le VIH-l ainsi que d’autres
rétrovirus incorporent de hauts niveaux d’ubiquitine au niveau de leur particule virale
et Gag présente de nombreux sites de monoubiquitination [237] La modification ou
l’altération du domaine L de Gag affecte directement les niveaux d’ubiquitination de
cette protéine [237-239]. Par ailleurs, l’utilisation d’inhibiteurs du protéasome, qui
réduisent les niveaux intracellulaires d’ubiquitines libres, ont été montrés comme
induisant une inhibition de la relâche virale du VIH-l à un stade tardif du
bourgeonnement [239, 2401. De manière intéressante, la substitution des résidus
lysines de Gag, qui sont des sites de monoubiquitination, au niveau des NC et p2 ou
p6 conduit à l’accumulation de particules virales à la membrane plasmique à un stade
tardif de bourgeonnement [241]. Le remplacement de toutes les lysines en aval de
MA conduit à une réduction importante de la relâche de particules virales [241],
suggérant que la monoubiquitination de Gag joue un rôle important dans le
bourgeonnement et la libération des virions.
3.. Maturation et structure finale des virions
La maturation de la particule virale a lieu de manière concomitante à la relâche
ou très peu de temps après sa libération dans le milieu extracellulaire (Figure 6). Lors
de ce processus, la protéase virale PR clive le précurseur p55Ga
g
ainsi que le
précurseur p16GasPol Ces différentes étapes conduisent à de profonds
réarrangements structuraux de la particule virale : ce clivage séquentiel conduit
à l’apparition d’un corps central conique dans lequel NC et l’ARN viral sont
condensés.
La particule ainsi formée est constituée de deux molécules d’ARN liées par des
ponts hydrogènes et associées aux NC dans la capside du virion. CA entoure cette
structure conique et renferme par ailleurs l’iN et la RI issus du clivage du précurseur
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Gag-Pol ainsi que de l’ARNt et la cyclophyline A [3$, 242J(figure 6). Le tout est
entouré d’une bicouche lipidique issue du site d’assemblage et du bourgeonnement
de la cellule productrice. Ainsi le vinon incorpore plusieurs protéines cellulaires dont
ICAM-1, LfA-1, les molécules du CMI-1 de classe I et II, CD4, CD45, CD63, CD8O
et CD86 [243-246]. MA stabilise la structure en tapissant l’intérieur de la bicouche
lipidique. Nef Vpr et Vif ainsi que la PR et d’autres protéines notamment cellulaires
(actine, ubiquitine) se retrouvent au niveau de la particule virale. Le VIH-1 forme des
vinons d’un diamètre de 126 nm.
Figure 4. Assemblage et formation de la particule virale du VIH-1. Le précurseur
p55Gag
est rapidement ciblé vers une plate-forme d’assemblage membranaire où il
s’associe via son domaine N-terminal à la bicouche lipidique. Les molécules de Gag
multiménsent par la suite et incorpore L’ARN viral en plus de protéines virales et
cellulaires (Env, Vif Vpr, APOBEC3G). Le domaine L de Gag recrute les protéines
importante pour le bourgeonnement de la particule virale et médie La relâche du
vinon immature dans le surnageant. La protéase virale médie finalement la
























Figure 5. Machinerie cellulaire impliquée dans la formation des vésicules
luminales (ESCRT) des CMV et la formation des particules virales. Ce modèle
met en évidence les protéines cellulaires de la machinerie ESCRT interagissant avec
la protéine Gag du VII-1-1 ou intervenant dans la formation des vinons du VII-T-1 dont
AIP1, TSGIO1 et Vps4AIB. La protéine Gag du VIH-1 présente certains motifs
retrouvés chez la protéine cellulaire Hrs connue pour recruter TSG 101 et le complexe
ESCRT. La protéine cargo représentée dans ce schéma fait particulièrement référence
aux protéines transmembranaires retrouvées à la membrane plasmique (i.e
récepteurs) et qui sont recyclées dans les CMV suite à la rencontre de leur ligand
(figure adaptée de la revue [69]) Abbréviation: Ub (Ubiquitine).
4. Ciblage et mouvement intracellulaire de la protéine Ga2
4.a. Plateformes d’assemblaae
L’étude initiale de la localisation intracellulaire de Gag a montré une
distribution ponctuée de Gag au niveau de la membrane plasmique : labsence de
marquage uniforme et continue en périphérie des cellules infectées suggère que le
ciblage et la formation de particules virales se fait au niveau de domaines discrets et
spécifiques de la bicouche lipidique [247-249]. Gag et Env (gp4I et gpl6O)
colocalisent en fait avec des marqueurs de microdomaines de la membrane plasmique
appelés radeaux lipidiques (Ïzpid raft) : ces structures riches en cholestérol,
glycosphingolipides et sphingomyéline se distinguent du reste de la membrane
plasmique par une organisation compacte et très rigide [210-212, 250-252J. Ces
microdomaines de la membrane plasmique ont la capacité de résister aux détergents à






Ils ont été montrés comme étant la voie d’entrée et de sortie de nombreux pathogènes
microbiaux et viraux dont le virus de la grippe (pour revues, [254-257]). Par ailleurs,
ces domaines de la membrane plasmique sont très importants pour la régulation des
fonctions cellulaires via la transduction de signaux et les kinases de la famille Src
localisent préférentiellement au niveau de ces domaines (pour une revue, [251]). Les
virions incorporent de nombreuses molécules associées aux DRM dont le cholestérol,
la sphingomyéline, le phosphoéthanolamine et certaines protéines contenant un
groupement glycosylphosphatidylinositol (GPI), qui se trouvent au niveau de la
surface extérieure des radeaux lipidiques, suggérant fortement que le
bourgeonnement des particules virales a lieu au niveau de ses DRM [212, 250].
L’analyse biochimique de ces domaines a montré que Gag s’associe spécifiquement
aux DRM: l’ajout sur Gag d’un motif présent au niveau des kinases de la famille Src
conduit à une augmentation de son association aux DRM et ceci corrèle avec une
production de VLP plus importante [211]. De plus la majorité, voire la quasi-totalité
du Gag nouvellement synthétisée se retrouve associée aux DRM [209]. Ces données
suggèrent donc fortement que les radeaux lipidiques jouent un rôle important dans la
formation et le bourgeonnement de virions. Le cholestérol, élément critique des
DRM, est central dans les mécanismes d’assemblage des virions: l’extraction du
cholestérol de la membrane plasmique grâce notamment à la méthyl-3-cyclodextrine
(Mf3CD) conduit à l’abolition de la relâche des VLP [212, 258-261]. L’association
aux radeaux lipidiques dépendrait des domaines M et I de Gag [262]. D’autres
travaux ont mis en avant l’importance du phosphoinositide PI(4,5)P2 dans la
formation de la particule virale [263]: MA interagit directement avec ce
phospholipide [217]. Or la forme prédominante de PI(4,5)P2 retrouvée à la
membrane plasmique est constituée d’une chaine d’acide gras saturé en position 1’ et
d’une chaine insaturée en position 2’. L’analyse structurale de l’association entre MA
et ce phospholipide conduit à une modification de la structure de PI(4,5)P2: seule la
chaîne saturée en position 1’ reste à l’intérieur de la membrane plasmique alors que
la chaine insaturée en 2’ est expulsée de la bicouche lipidique et s’associe à MA
[217]. Ainsi les auteurs suggèrent que l’élimination de la chaine insaturée pourrait












Figure 6. Structure de la particule immature et mature: importance de la
protéase virale. (A)Stmcture de la particule virale immature. (B) Structure de la
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La caractérisation des radeaux lipidiques a cependant soulevé une certaine
controverse, certaines évidences suggérant que les méthodes d’extraction des DRM
par gradient de sucrose affecteraient la structure des membranes et créeraient
artéfactuellement ces DRM [264). Des études récentes suggèrent que le VIH-l
pourrait bourgeonner dans d’autres microdomaines de la membrane plasmique,
distincts des DRM. On sait notamment que la particule virale incorpore de hauts
niveaux en CD63, une tétraspanine très peu abondante au niveau de la membrane
plasmique et ne colocalisant pas avec des marqueurs des radeaux lipidiques [265].
Or, CD63 au niveau de la membrane plasmique se retrouve principalement dans des
domaines enrichis en tétraspanines appelés TEM (Tetraspanin- enriched
microdornain). L’incorporation élevée de CD63 dans le virion suggère que le virus
peut bourgeonner au niveau des ces domaines [265-269]. Nydegger et cou, ont
montré que près de 20 % de la population de Gag présent à la membrane plasmique
colocalise avec CD63 et que plus de 40 % de cette même population se retrouve dans
des domaines contenant CD9, une autre tétraspanine, au niveau des cellules HeLa et
des lymphocytes T. En outre, une proportion significative de TsglOl, en présence du
VIH-1, colocalise avec CD63, suggérant ainsi que le VIH-l peut recruter la
machinerie endosomale nécessaire au bourgeonnement des particules virales au
niveau de ces TEM [270]. Ces TEM sont impliqués dans de nombreux mécanismes
dont l’adhésion cellulaire, la migration, la fusion entre cellules, la costimulation et la
transduction de signaux extracellulaires (pour une revue, [27 1-273]). De manière
intéressante, l’organisation des TEM est dépendante du cholestérol bien qu’ils soient
un domaine différent des DRM: le traitement à la Mf3CD conduit à une diminution
des interactions entre tétraspanines retrouvés dans les TEM, suggérant un rôle
organisationnel du cholestérol au niveau des TEM [274].
Finalement, le modèle basé sur la présence d’une plateforme unique
d’assemblage et de bourgeonnement du VIH-l, les radeaux lipidiques, est contesté
par plusieurs observations suggérant que le virus aurait usurpé la machinerie
cellulaire impliquée dans la formation d’exosomes pour assembler et relâcher ses
propres particules (concept du Cheval de Troies ou Trojan exosome Hypothesis;
pour une revue [275]). Les similarités morphologiques entre les vésicules
intraluminales des CMV et les virions ainsi que les interactions mises en évidence
entre Gag et la machinerie ESCRT conduisent à supposer que la production de
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particules virales n’est autre qu’un processus dérivé de la formation d’exosomes
relâchés par la suite dans le domaine extracellulaire (Figure 6). Les exosomes sont
initialement synthétisés au niveau de compartiments intracellulaires appelés CMV
(Figure 6). Ces structures peuvent selon les types cellulaires et en présence de la
stimulation adéquate fusionner avec la membrane plasmique et libérer dans le
domaine extracellulaire leur contenu, relâchant leurs vésicules intraluminales. Ces
vésicules, synthétisées chez de nombreuses cellules eucaryotes, peuvent fusionner
avec la membrane périphérique des cellules environnantes et sont notamment
impliquées dans la différentiation tissulaire, dans l’activation et la stimulation de
certaines cellules du système immunitaire (pour une revue, [276]). La composition
des membranes limitantes des exosomes et des virions est très proche [277] les
exosomes, tout comme les virions présentent dans les lymphocytes T un
enrichissement en CD63 et CD81 au niveau de leur membrane limitante alors qu’ils
ne présentent pas de CD45, un marqueur retrouvé principalement à la membrane
plasmique. CD63 et CD$l se retrouvant à la membrane plasmique au niveau de
microdomaines, Booth et cou, proposent que la relâche des virions ait lieu au niveau
de domaines endosome-Ïike présents au niveau de la membrane plasmique des
lymphocytes T et qui sont proches des microdomaines de bourgeonnement présent au
niveau des CMV, où a lieu la formation des vésicules intraluminales [277]. Ces
microdomaines pourraient s’apparenter aux TEM du fait notamment de la présence
de CD63 [270]. Ces microdomaines endosomes-like seraient donc être une
plateforme alternative d’assemblage et de bourgeonnement des particules virales.
4.b. Localisation intracellulaire différentielle de Gag: importance du type
cellulaire
De nombreuses études effectuées dans différents types cellulaires ont mis en
avant de profondes disparités dans la distribution intracellulaire de Gag, suggérant
que sa localisation pourrait être dépendante du type cellulaire. Initialement, l’analyse
par microscopie électronique a mis en évidence la présence de particules naissantes
particulièrement au niveau de la membrane plasmique des lymphocytes T [278]. De
plus, le précurseur Pr55 ainsi que ses produits de maturation présentent une
localisation prédominante à la membrane plasmique dans les cellules lymphocytaires
ainsi que dans un grand nombre de lignées transformées telles que les cellules HeLa,
COS-l ou HEK293T [247, 279-281]. Ces observations coïncident avec la présence
30
au niveau de la membrane plasmique des radeaux lipidiques, des TEM ou encore des
domaines endosorne-like en plus de PI(4,5)P2 indispensable au recrutement et à
l’initiation de l’assemblage de la particule virale [210, 212, 217, 263, 270, 2771.
Cependant, dans un certain nombre de cas, la distribution intracellulaire de Gag
semble plus complexe plusieurs groupes ont notamment pu observer par
microscopie à fluorescence que Gag se retrouve dans des compartiments
intracellulaires [229, 279, 281]. Dans le cas des cellules erythroleucémiques K562,
Gag s’accumule préférentiellement dans ces compartiments intracellulaires. Par
contre, dans le cas des cellules monocytaires THP-1, les cellules du mélanome
humain Mel JuSo ou encore des cellules HEK293, un phénotype intermédiaire est
observé et Gag se retrouve à la fois à la membrane plasmique mais aussi dans des
compartiments intracellulaires [279, 281]. Même dans le cas des cellules HEK293T
et HeLa où Gag s’accumule préférentiellement à la membrane plasmique, près de
20% de la population totale présente une localisation de Gag dans des compartiments




Figure 7. Importance des CMV au niveau cellulaire: voie d’exocytose et de
dégradation. Les CMV sont issus du recrutement des vésicules issues de
l’endocytose de protéines présentes à la surface de la cellule. Ces compartiments
peuvent maturer et donner des lysosomes où les protéines seront alors dégradées ou
ces structures intracellulaires peuvent être recrutées et libérer leur contenu
intraluminal.
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• De manière plus intéressante encore, l’observation attentive des macrophages et des
cellules dendritiques par microscopie électronique, a montré une accumulation très
importante de particules virales matures dans des compartiments intracellulaires
présentant les marqueurs des CMV tels que les molécules du CMH-II, CD63, Lampl
et LBPA ((Lysobisphosphatidic acid), phospholipide présent dans les vésicules
intraluminales des CMV [250, 267, 269, 284, 2851. Par ailleurs, des particules en
train de bourgeormer au niveau des CMV ont pu être observées par microscopie
électronique suggérant que Gag pourrait être directement ciblé vers ces
compartiments [267, 269, 284, 286]. L’incorporation préférentielle de marqueurs se
retrouvant dans les CMV en grande majorité tel que CD63, les molécules du CMH-II
ou encore Lamp-l, suggère que l’acquisition de la couche lipidique entourant le virus
pourrait se faire au niveau de ces compartiments cellulaires [267, 269]. En outre, la
localisation des microdomaines endosome-like d’assemblage du VIH- 1 pourrait
différer selon les types cellulaires : alors qu’ils se trouveraient majoritairement à la
membrane plasmique dans les lymphocytes T, ceux-ci pourraient se trouver
préférentiellement dans les CMV au niveau des macrophages t277, 2791, d’où une
différence importante de la localisation intracellulaire de Gag selon les types
cellulaires. Ono et Freed ont finalement montré que certains domaines de MA sont
déterminants pour la localisation intracellulaire de Gag: l’altération de ces résidus
induit une redistribution de Gag dans les CMV au niveau des cellules HeLa, alors
que les macrophages sont insensibles à ces modifications et conservent une
localisation majoritaire de Gag dans les CMV ([280] ; voir section 3.d). Le fait que
le VIH-l pirate la machinerie cellulaire impliquée dans la formation de vésicules
intraluminales au niveau des CMV, supporte l’idée d’un bourgeonnement direct de
Gag dans ces compartiments intracellulaires selon les types cellulaires. Les virus qui
se retrouvent dans les CMV au niveau des macrophages mais aussi dans certains cas
dans les cellules dendritiques restent infectieux et peuvent toujours être efficacement
relâchés [267, 269, 285]. Toutes ces données suggèrent que la localisation
intracellulaire de Gag serait dépendante du type cellulaire et que certains
compartiments intracellulaires, particulièrement les CMV, pourraient jouer un rôle
important dans l’assemblage et la relâche de particules virales. Cette localisation de
Gag, dépendante du type cellulaire, pose donc la question des facteurs cellulaires et
viraux influençant sa distribution.
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4.c. Facteurs cellulaires influençant la distribution intracellulaire de Gag
Cholestérol et P1(4,5)P2
Comme évoqué précédemment, le cholestérol ainsi que certains phospholipides
dont PI(4,5)P2 sont essentiels à l’initiation de l’assemblage de la particule virale ainsi
que la libération de celle-ci dans le milieu extracellulaire. Il a notamment été montré
que l’infection par le VIH-I modifie le ratio phospholipide/cholestérol au niveau de
la membrane plasmique suggérant que la distribution en lipide de la membrane
limitante est importante pour la propagation du virus [266]. À l’inverse, Lindwasser
et cou, ont montré que la redistribution du cholestérol de la membrane plasmique
vers les CMV, par l’utilisation de la drogue Ul$666A, induit une forte accumulation
de Gag dans ces compartiments intracellulaires au niveau des cellules COS-l : la
relocalisation du cholestérol dans les CMV conduirait à une augmentation de près de
8 fois de l’accumulation de Gag dans ces mêmes compartiments intracellulaires 48h
post-transfection sans pour autant affecter la relâche de particules virales [287]. Bien
que Jounevet et col!, aient par la suite montré que l’utilisation de cette même drogue
n’affecte pas la localisation précoce (14h post-transfection) d’une construction Gag
GFP au niveau de la membrane plasmique dans les cellules HEK 293T [288], ces
résultats suggèrent que la localisation intracellulaire de Gag à des temps tardifs peut
être influencée par la distribution du cholestérol dans la cellule. Gag est en outre
connu pour s’accumuler préférentiellement au niveau d’un site d’interaction entre la
cellule effectrice infectée et une cellule-cible, favorisant ainsi la propagation rapide
du virus par la formation d’une synapse virologique [289-291]. La déplétion du
cholestérol à la membrane plasmique des lymphocytes T infectées conduit à une
redistribution intracellulaire drastique de Gag: au lieu de se retrouver en majorité au
niveau de la zone de contact cellule-cellule, la protéine Gag est dispersée dans toute
la cellule [292], suggérant que le cholestérol joue un rôle important dans la formation
de la synapse virologique mais dans la distribution et l’accumulation de Gag au
niveau de cette région de contact entre cellules.
Par ailleurs l’analyse de la composition lipidique des différentes membranes
cellulaires a montré qu’il existe une distribution préférentielle de certains
phosphoinositides au niveau de certains compartiments cellulaires: par exemple,
PI(4,5)P2 a été montré comme se trouvant préférentiellement au niveau de la face
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cytoplasmique de la membrane plasmique t293-2951. En outre, la synthèse et la
distribution intracellulaire de ce phosphoinositide sont hautement régulées et
impliquent de nombreux facteurs: par exemple Arf6 a été identifié comme régulant
l’activité de la phosphotidylinositol-4-phosphate 5-kinase. Or l’expression d’un
mutant d’Arf6 dépourvu de son activité GTPase a la capacité de relocaliser PI(4,5)P2
dans des compartiments endosomaux enrichis en ce phospholipide. Et cette
redistribution de PI(4,5)P2 induit une relocalisation de Gag de la membrane
plasmique vers ces compartiments enrichis en PI(4,5)P2 et à une réduction de la
relâche de particules virales [263]. De plus la surexpression d’une
polyphosphoinositide 5-phosphatase IV, qui diminue les niveaux de PI(4,5)P2 de la
membrane plasmique, conduit à une redistribution importante de Gag de la
membrane plasmique vers les CMV, suggérant que ce phospholipide est important
pour la localisation intracellulaire de Gag et corrélant avec les travaux de Saad et
cou, qui ont montré que MA interagit directement avec PI(4,5)P2 [217]. La
redistribution de PI(4,5)P2 induit donc une relocalisation de Gag dans des
compartiments endosomaux [263].
AP2 et AP3
Env est connu pour interagir avec certains constituants de la machinerie
cellulaire de sortie et d’endocytose, dont la protéine AP-2 (Adaptor Protein 2)
impliquée dans la voie d’endocytose clathrine-dépendante [296, 297]. Or, des travaux
récents ont montré que Gag serait elle aussi capable d’interagir avec AP-2 [31]. Un
motif Yxx au niveau de la jonction MA-CA serait critique pour l’interaction avec
AP-2 et sa sous-unité p2. L’altération de cette interaction conduit à une augmentation
de la relâche de particules virales en plus d’affecter la localisation intracellulaire de
Gag au niveau des cellules HeLa: en effet une construction Gag-EGfP en présence
d’un mutant d’AP-2 incapable d’interagir avec la protéine virale se retrouve
préférentiellement au niveau de microdomaines de la membrane plasmique plus
importants en taille mais en nombre plus réduits comparés à ceux observés en
présence d’AP-2 sauvage [31]. L’interaction entre Gag et AP-2 a donc une incidence
sur la localisation intracellulaire de la polyprotéine virale et sur sa capacité à être
relâchée efficacement.
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Une autre protéine adaptatrice a été montrée comme jouant un rôle dans le
trafic de Gag: AP-3 (Adaptor Frotein 3) est capable d’interagir directement avec le
domaine N-terminal de MA (résidus 1 à 19) [30]. L’expression d’un fragment N-
terminal d’AP-3 joue le rôle de mutant transdominant négatif de la relâche virale du
VIH-l sans affecter les niveaux intracellulaires de Gag. Inversement la déplétion
d’AP-3 dans les cellules HEK 293T et HeLa corrèle avec une inhibition de la relâche
virale, suggérant que AP-3 joue un rôle central dans l’assemblage et la libération des
particules virales [30]. AP-3 est notamment connu pour diriger la protéine CD63,
marqueur des CMV, dans son compartiment cellulaire approprié [298, 299J. De
manière très intéressante, l’expression d’un mutant transdominant négatif d’AP-3
induit une modification de la localisation de Gag au niveau intracellulaire : Gag a une
distribution cytoplasmique accrue et surtout la polyprotéine virale ne colocalise plus
avec CD63, suggérant qu’AP-3 est important pour la localisation de Gag dans les
CMV ainsi qu’au niveau de la membrane plasmique. Cette modification de la
localisation intracellulaire de Gag ne serait pas liée à une modification du trafic des
compartiments endosomaux selon les auteurs [30]. La protéine AP-3 jouerait donc un
rôle central dans le ciblage de Gag au niveau du compartiment d’assemblage
approprié et l’inhibition de l’interaction entre Gag et AP-3 affecterait sévèrement la
localisation intracellulaire de la protéine virale.
POSH
Comme évoqué précédemment, de nombreuses données ont suggéré
l’importance de l’ubiquitine dans le ciblage de Gag et l’assemblage de la particule
virale (pour une revue, [69J). Par ailleurs, la monoubiquitination est connue pour
réguler les phénomènes d’endocytose en plus de jouer un rôle dans le ciblage de
protéines du TGN vers les compartiments endosomaux tardifs ou CMV [300-304].
Le TGN est essentiel pour l’incorporation d’Env au niveau de la particule naissante
puisque le transport rétrograde d’Env a lieu entre le TGN et la membrane plasmique
[25]. Or, Alroy et cou, ont identifié une ubiquitine ligase E3 associée au TGN, appelé
POSH, et jouant un rôle important dans le mouvement intracellulaire de Gag et la
synthèse de particules virales : la déplétion intracellulaire de POSH inhibe la relâche
virale au niveau des cellules HeLa [305]. L’effet de cette ubiquitine ligase est
indépendant du domaine L de Gag et a lieu à un stade pré-bourgeonnement. La
surexpression de POSH dan les cellules H187 conduit à la disparition de Gag du
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TGN et à son accumulation à la membrane plasmique [305]. Inversement, la
déplétion de POSH dans les cellules H153 résulte en la redistribution de Gag dans
des compartiments intracellulaires différents du TGN suggérant que Gag transiterait
par le TGN avant de rejoindre la membrane plasmique et que ce transport serait
régulé par l’ubiquitine ligase POSH. Cependant, les auteurs ont été dans l’incapacité
d’observer une modification de l’ubiquitination de Gag en présence ou absence de
POSH, suggérant que POSH régulerait avant tout la sortie de vésicules du TGN vers
la membrane plasmique plutôt que l’ubiquitination directe de la protéine virale [305].
Ce transit de Gag dans le TGN suggère qu’un transport concomitant de Gag et d’Env
vers la membrane plasmique pourrait avoir lieu. POSH joue donc un rôle important
dans le transport de Gag vers le TGN et dans la distribution globale de la protéine
virale.
TSG1O1 et la machinerie cellulaire ESCRT
Il est difficile de dissocier la protéine TsglOl de son motif d’interaction
P(T/S)AP au niveau de Gag. Cependant certaines études se sont principalement
focalisées sur ce facteur cellulaire et son importance pour la localisation de Gag au
niveau intracellulaire. Goif et cou, ont initialement démontré que la surexpression de
TsglOl conduit à une accumulation de Gag dans des compartiments où se trouve
Hrs, une protéine connue pour être intemalisée au niveau de la membrane plasmique
et recyclée au niveau des endosomes [306]. L’interaction entre Gag et TsglOl est
essentielle pour la formation de particules virales puisque la surexpression de Hrs,
résultant en la séquestration de Tsglol et l’abolition des interactions entre Gag et
cette protéine cellulaire, conduit à l’inhibition de la relâche virale ([307]; Figure 5
pour plus de détails voir aussi la section 4d). En outre, la surexpression de TsglOl
induirait une accumulation de Gag dans les endosomes précoces, observation
confirmée par fractionnement cellulaire [306]. TsglOl, à de hauts niveaux
intracellulaires, prévient l’association de Gag avec la membrane plasmique et
diminue la relâche virale. finalement, la déplétion de TsglOl par siRNA affecte la
relâche virale en plus de modifier la localisation intracellulaire de Gag: Harila et
cou, ont montré par fractionnement cellulaire que la déplétion de Tsg 101 conduit à
une accumulation de Gag à la membrane plasmique en absence de Vpu alors que
dans le même contexte la présence de TsglOl permet l’intemalisation du précurseur
p55Gag dans les membranes internes [129]. TsglOl tout comme les autres
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composants de la machinerie endosomale ESCRT influence la localisation
intracellulaire de Gag particulièrement sa présence dans les CMV.
HLA-DR et les molécules du CMII de classe II
Les CMV sont avant tout connus pour être le site d’assemblage des molécules
du CMH-II: ces compartiments sont aussi appelés MIIC pour MI-IC-lI enriched
compartments et sont le site de chargement des peptides antigéniques au niveau de la
molécule du CMH-II. Calafat et al. ont montré que l’expression de ces molécules
induit la formation de compartiments CD63+/Lampl+ apparentés aux MIIC au
niveau des cellules HEK 293 [308]. De plus, la maturation de ces compartiments
nécessite la présence du domaine transmembranaire des chaines n et f3 des molécules
du CMH-II. L’expression ectopique de HLA-DR, molécule du CMH-II, induit une
relocalisation intracellulaire de Gag au niveau des cellules HEK 293T et HeLa: en
présence de HLA-DR la majorité des cellules présentent une localisation de Gag
ponctuée, colocalisant avec tous les marqueurs des CMV tels que CD63, Lampl et le
phospholipide spécifique des CMV, LBPA [282]. Dans les faits, l’expression de
HLA-DR conduit à une accumulation de produits matures (p24) dans les
compartiments endosomaux et à une diminution de 2 à 3 fois de la relâche virale. Par
ailleurs, l’effet de HLA-DR sur la relocalisation intracellulaire de Gag est dose-
dépendante et cette redistribution de Gag dans les CMV n’a lieu qu’en présence des
molécules classiques du CMH-II alors que HLA-DO et HLA-DM, qui sont des
molécules non-classiques du CMH-II, n’ont pas la capacité de relocaliser Gag dans
les CMV. La présence du CMH-II au niveau des cellules cibles du VIH-l telles que
certains lymphocytes T et surtout les macrophages, tend à supposer que la
distribution de Gag et sa localisation intracellulaire pourrait être influencée par la
présence de RLA-DR et affectée par les niveaux d’expression des molécules
classiques du CMH-II dans ces cellules.
4.d. Facteurs viraux influençant la distribution intracellulaire de Gag
Le domaine MA
Le domaine MA de Gag est indispensable à l’association aux membranes et â
la formation subséquente de la particule virale (pour une revue, [12J). L’une des
régions critiques de MA est son domaine basique c’est en fait un déterminant
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essentiel pour la localisation de Gag au niveau de la membrane plasmique. Une large
délétion de MA résulte en la relocalisation de particules virales au niveau du
réticulum endoplasmique et à une forte diminution de la relâche virale et de son
infectivité [309, 310]. Bien que n’abrogeant pas la formation de particules virales,
l’altération de MA conduit à une relocalisation de Gag sans toutefois savoir si ceci
est dû à un ciblage direct vers le RE ou à une redistribution suite au ciblage de Gag
vers la membrane plasmique. Ces données suggèrent cependant que Gag a besoin
d’un domaine MA intact pour pouvoir initier la formation de la particule virale au
niveau de la membrane plasmique et être par la suite relâché dans le milieu
extracellulaire. En outre, des délétions plus localisées dans MA peuvent causer les
mêmes effets et induire une relocalisation de Gag dans des compartiments
intracellulaires [18, 247, 248, 311] : les particules présentes dans ces structures sont
cependant bloquées à un stade tardif du bourgeonnement [21]. Ces effets ont par
ailleurs été observés au niveau d’autres rétrovirus où l’introduction de mutations dans
MA peut causer une modification du ciblage de Gag, par exemple chez le virus de la
leucémie murine (MLV) ou encore le virus du sarcome de Rous (RSV) [312-314]. La
substitution du domaine tronqué de MA du VIH- 1 par le domaine MA du MLV
restore le ciblage de Gag à la membrane plasmique, démontrant que certaines régions
du domaine MA sont indispensables à la localisation appropriée de Gag au site
d’assemblage [315, 316]. Ono et freed ont analysé plus précisément les résidus
critiques de la relocalisation de MA vers des compartiments intracellulaires : il
apparait que les résidus 17 à 31 de la région basique ainsi que les résidus 84 à 8$ de
MA jouent un rôle central dans la redistribution de Gag au niveau de vésicules
trans/post-Golgi. Des mutants au niveau des résidus 29KE/31KE et 85YG de MA se
localisent en majorité dans des compartiments CD63+ [280]. Par ailleurs le mutant
29KE/3 1KE colocalise partiellement avec LBPA, suggérant que l’altération du
domaine basique ou des résidus $4 â 88 de MA induit une redistribution de Gag de la
membrane plasmique vers les CMV au niveau des cellules HeLa. Ce phénotype est
observable tant pour la forme mature MA que pour le précurseur PrS5 suggérant
que l’introduction de mutations dans la région basique ou au niveau des résidus $4 à
$8 de MA induit un ciblage initial différentiel du précurseur Pr55 qui résulte en la
formation de particules virales matures au niveau des CMV [280]. De manière très
intéressante, les mutants de MA tout comme la souche sauvage, se retrouvent dans
des compartiments CD63+ et Rab7+ au niveau des macrophages, cellules où on a
3$
observé précédemment une accumulation de particules matures dans les CMV [269,
285]. Ces données suggèrent que la modification de la région basique ou des résidus
84 à 8$ de MA au niveau des macrophages ne résulteraient pas en une redistribution
intracellulaire de Gag en comparaison de la souche sauvage puisque Gag serait
initialement ciblé dans les CMV dans ce type cellulaire. En d’autre terme, l’altération
du domaine MA n’aurait pas d’effet sur la localisation de Gag lorsque celui-ci est
ciblé directement dans les CMV dans un contexte normal.
Le motif PTAP et le domaine L
Deux travaux récents ont montré l’importance du motif PTAP et du domaine L
de la région p6 dans la localisation intracellulaire de Gag. Goff et cou, ont tout
d’abord montré que la localisation intracellulaire de Gag dépendait de p6 [306]: en
utilisant une technique de fractionnement cellulaire capable de concentrer les
membranes plasmique et endosomales (P100), ils ont observé que l’absence du
domaine p6 conduit à une diminution voire absence de Gag de la fraction P 100. En
outre, la délétion du domaine p6 conduit à une accumulation de Gag et de ses
produits de maturation au niveau de la fraction enrichie en endosomes précoces (P27)
[306]. Les mutants du domaine L ne se retrouvent plus dans des compartiments
intracellulaires corrélant avec les observations faites par Neil et cou. [123]. Par
fractionnement cellulaire, Harila et cou, ont montré qu’un mutant de p6 reste
majoritairement associé à la membrane plasmique et n’est pas capable d’être
intemalisé vers des compartiments intracellulaires, d’où son importance pour la
localisation de Gag dans des structures intracellulaires [129]. Toutes ces évidences
sont sujettes à débat puisque Ono et Freed ont observé au niveau des macrophages
une colocalisation du mutant p6 dans des structures CD63+, suggérant que la
localisation du mutant p6 de Gag dans des compartiments intracellulaires serait type-
cellulaire dépendante [280]. Cependant, les différentes observations faites en absence
du domaine p6 ou dans un contexte d’altération des interactions entre ESCRT et Gag
(e.g. TsglOl) mettent en avant l’importance des motifs d’interaction avec la
machinerie endosomale pour la localisation intracellulaire de Gag.
Vpu et l’efficacité de relâche
Toutes les études mettant en évidence l’importance d’un facteur, qu’il soit viral
ou cellulaire, dans la localisation intracellulaire de Gag implique un défaut de relâche
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de particules virales dès lors que ce facteur est affecté. Or, la protéine accessoire Vpu
est notamment connue pour moduler la relâche virale selon les types cellulaires [120-
123, 126, 127, 280]. En absence de Vpu, le VIH-l s’accumule sous forme de
particules virales matures dans des vacuoles intracellulaires ainsi qu’à la membrane
plasmique [121, 122]. Deora et cou, ont montré qu’une construction codant pour le
domaine MA-GFP présente une localisation différentielle en présence ou absence de
Vpu: en absence de Vpu, MÀ-GFP se retrouve majoritairement (92%) dans le
cytoplasme des cellules HEK 293T [12$]. A l’inverse, lorsque Vpu est exprimée,
cette proportion passe à 58 ¾ et le restant des cellules présente une localisation à la
membrane plasmique, suggérant que Vpu favoriserait l’association de MA-GFP à la
membrane plasmique dans les cellules HEK 293T dans un contexte où ce type
cellulaire est sensible à l’effet de Vpu. La quantification par fractionnement cellulaire
montre qu’en absence de Vpu, la majorité de Gag se trouve au niveau des fractions
enrichies en cytosol alors que l’expression de Vpu en trans dans les cellules HEK
293T conduit Gag à se retrouver en majorité dans des fractions enrichies en
membrane plasmique [128]. Bien que Handley et col!, aient montré par la suite par
flotation que l’expression de Vpu dans le contexte des cellules HeLa et du provirus
n’affecte pas significativement l’association de Gag aux membranes cellulaires, les
auteurs ont tout de même observé une redistribution de Gag en présence de Vpu au
niveau périphérique, suggérant que Vpu pourrait influencer la localisation
intracellulaire de Gag [317].
Les études les plus récentes effectuées sur cette protéine accessoire et son
importance pour la localisation de Gag confirment les observations faites
initialement: Harila et cou, ont dans un premier temps montré par fractionnement
cellulaire que l’absence de Vpu conduit à une relocalisation du précurseur p55°
initialement présent à la membrane plasmique vers des compartiments intracellulaires
[129]. Dans les cellules HeLa, le précurseur 55G nouvellement synthétisé est ciblé
au niveau de la membrane plasmique. Par la suite, en présence de Vpu, Je précurseur
s’accumule à la membrane plasmique pour être relâché dans le milieu extracellulaire
alors qu’il est redirigé en grande majorité dans des compartiments intracellulaires, en
absence de la protéine accessoire, supposément via un processus d’intemalisation
[129]. Ce mécanisme de redistribution intracellulaire du précurseur 55Gag est
dépendant du domaine p6 et de TsglOl, puisque la délétion de la région p6 de Gag
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ou la déplétion des niveaux cellulaires de TsglOl empêchent la relocalisation du
précurseur dans des compartiments intracellulaires [129]. Les cellules HeLa sont
connues pour être sensibles à Vpu, c’est-à-dire que l’expression de Vpu induit dans
ce type cellulaire une importante augmentation de la relâche virale, contrairement
aux cellules HOS qui ne présentent pas de différence dans la relâche de virions en
présence ou absence de Vpu. Dans ce contexte, Neil et cou, ont montré que près de
70 % des cellules HeLa transfectées présentent une accumulation intracellulaire de
Gag-CfP en plus d’une localisation au niveau de la membrane plasmique [123]. À
l’opposé, seul 5 % des cellules HOS présentent une localisation intracellulaire de
Gag-CFP. L’expression en ii-ans de Vpu induit une réduction importante du nombre
de cellules présentant une accumulation intracellulaire de Gag, passant de 70 % à un
peu plus de 10%: la localisation à la membrane plasmique devient le phénotype
majoritaire (60%), suggérant que la modulation de l’efficacité de relâche des virions
par Vpu affecterait la distribution intracellulaire de Gag-CFP. Son accumulation
intracellulaire dans un contexte de défaut de relâche (Vpu-) a lieu dans des
compartiments CMV puisque Gag colocalise avec CD63 [123]. Cependant une
certaine proportion du Gag-CfP se retrouve aussi au niveau de compartiments CFP
Rab5a+, marqueur des endosomes précoces, suggérant que l’accumulation de Gag
dans les CMV serait le résultat d’un processus d’intemalisation [123]. L’utilisation
de mutants transdominants négatifs de la dynamine (DynK44A) et d’Epsl5, a permis
de réduire de manière significative l’accumulation intracellulaire de Gag-CFP ainsi
que des molécules de Gag issues d’une construction provirale t123], confirmant
l’implication d’un processus d’intemalisation dans la localisation intracellulaire de
Gag. De manière intéressante, les molécules de Gag ciblées initialement au niveau de
la membrane plasmique ne pouvant être intemalisées suite au blocage de la voie
d’endocytose clathrine-dépendante restent associées à la membrane plasmique et ne
sont pas relâchées [123]. Un traitement à la subtilisine, une protéase faisant partie de
la famille des sérines endoprotéinases, a la capacité de libérer ces particules virales
séquestrées au niveau de la membrane plasmique [123]. Cette séquestration semble
spécifique aux particules matures puisqu’un mutant au niveau du domaine PTAP de
Gag, connu pour s’accumuler à la membrane plasmique n’est pas relâché suite au
traitement à la subtilisine [123]. Toutes ces données corrèlent avec certaines études
faites au niveau de différents types cellulaires [123, 126, 129] suggérant qu’un
facteur de restriction cellulaire ayant des propriétés adhésives a la capacité de retenir
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des particules matures à la surface cellulaire, favorisant l’intemalisation de virions et
réduisant significativement la relâche des ces particules virales. Vpu serait capable de
surmonter ce bloc cellulaire tardif par un mécanisme dépendant des voies
endocytaires [127]. Ainsi de nombreuses études ont montré que l’altération de
l’efficacité de la relâche virale via l’action de la protéine accessoire Vpu, a la
capacité d’induire une redistribution intracellulaire de Gag Vpu empêche
l’intemalisation des molécules de Gag présent à la membrane plasmique vers des
compartiments intracellulaires apparentés aux CMV.
Env
Les cellules épithéliales sont connues pour présenter deux domaines de la
membrane plasmique fonctionnels et distincts que sont les domaines apical et
basolatéral [31$, 319]. Or, selon le type de virus enveloppé, le bourgeonnement de la
particule viral a lieu soit au niveau apical soit au niveau basolatéral : les rétrovirus
notamment sont connus pour être relâchés au niveau du domaine basolatéral [320-
323] alors que les paramyxovirus ainsi que les orthomyxovirus bourgeonnent
préférentiellement au niveau apical (pour une revue, [324]). En absence d’autres
constituants viraux, Env est dirigée selon les virus soit au niveau apical ou
basolatéral et la localisation d’Env corrèle avec le site d’assemblage du virus dans un
contexte normal, suggérant qu’Env influencerait le choix du site d’assemblage et le
bon recrutement de Gag au niveau du domaine de bourgeonnement. Dans le cas du
VIH-1, Env est dirigée vers le domaine basolatéral en l’absence d’autres constituants
viraux [321]. Lorsqu’Env n’est pas présent, Lodge et cou, ont montré qu’autant de
formes matures de Gag sont relâchées du coté apical que du coté basolatéral. Par
contre dès lors que Env est présente, plus de 95 % du total de p24 relâchée se
retrouve au niveau basolatéral [325]. Par ailleurs, l’introduction du précurseur gpl60
d’Env à des doses croissantes permet de restaurer la relâche de particules virales au
niveau basolatéral démontrant bien que l’ajout d’Env en cis ou en trans influence le
site de bourgeonnement et de relâche des particules virales dans le cas du VIH-l dans
un contexte de cellules polarisées [325]. Env joue un rôle similaire dans les
lymphocytes T qui présentent eux-aussi une distribution polarisée de Gag,
préférentiellement au niveau de la zone de contact entre cellules [326, 327]
l’absence de la glycoprotéine virale conduit à la disparition de la polarisation de Gag
dans les lymphocytes T et à sa redistribution non-préférentielle à la membrane
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plasmique [328]. De même, la déplétion du cholestérol présent à la membrane
plasmique, empêche la détection d’Env dans la cellule et conduit à la redistribution
de Gag dans le cytoplasme [292]. Le domaine de ciblage d’Env vers l’un des
domaines de la membrane plasmique se situerait dans le domaine intracytoplasmique
de la sous-unité gp4l d’Env [325, 328]. Par ailleurs, la délétion ou la substitution de
résidus dans le domaine MA de Gag conduit à une perte de l’incorporation d’Env
dans la particule virale ainsi qu’une redistribution de Gag de manière non-polarisée
dans les cellules épithéliales [23, 325] : le domaine MA jouerait donc un rôle dans le
recrutement de Gag par Env au côté basolatéral. On sait maintenant que la
glycoprotéine de l’enveloppe nouvellement synthétisée transite du RE vers la
membrane plasmique où elle est rapidement intemalisée via un motif d’interaction
avec AP-2 et redirigée vers le TGN par l’interaction avec TIP4Ï qui médie son
transport rétrograde des endosomes vers le TGN [25]. Env doit transiter par les
CMV pour atteindre son site final d’incorporation et pourrait donc favoriser le
recrutement de Gag vers ces compartiments intracellulaires. Ces études démontrent
en conclusion l’importance d’Env dans le ciblage de la protéine Gag vers le site
d’assemblage et de bourgeonnement particulièrement dans les cellules épithéliales
polarisées, suggérant qu’Env pourrait influencer la localisation intracellulaire de Gag.
4.e. Études précédentes et modèles proposés de cibla%e et de trafic de la protéine
La localisation différentielle de Gag selon le type cellulaire remet en question
le dogme d’un ciblage initial unique du précurseur p
55Gag à la membrane plasmique
suivi du bourgeonnement de la particule virale à la membrane périphérique. Cette
différence phénotypique dans la localisation intracellulaire de Gag repose donc la
question du recrutement initial de Gag et du site d’assemblage des particules virales.
Deux grands modèles de ciblage et de trafic de la protéine Gag ont été postulés
(figure 7 et 8).
Les CMV: intermédiaires dans l’assemblage et le bourgeonnement de la
particule virale
En plus de données statiques montrant une accumulation intracellulaire de Gag,
l’adaptation de certaines techniques a permis de suivre en temps réel le mouvement
de cette protéine virale et d’identifier sa voie de trafic et le site initial de formation
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des particules virales. Deux études complémentaires ont mis en évidence le rôle
central des CMV dans le ciblage de Gag et la relâche des particules virales. D’un
côté, une construction couplant Gag à une tétracystéine biarsenique (TC) a été
utilisée [329]: l’utilisation de dérivés fluorescents réagissant avec le groupement TC
(FlAsH et ReAsH) permet de visualiser les molécules de Gag nouvellement
synthétisées et leur mouvement dans la cellule. Dans les cellules HeLa, Gag se
retrouve dans des structures périnucléaires une heure après le traitement avec le
ReAsH. Ces structures augmentent en nombre au cours du temps pour finalement
observer une colocalisation des molécules de Gag nouvellement synthétisées avec
celles déjà présentes en périphérie de la membrane plasmique. L’utilisation d’une
construction Gag-GFP confirme ces données au niveau des cellules COS-l et des
cellules Jurkat T traitées à la cycloheximide pour permettre l’accumulation des
transcrits viraux et bloquer la synthèse de Gag [329]: suite à l’élimination de
l’inhibiteur, Gag-GfP se retrouve tout d’abord au niveau du cytoplasme puis
s’accumule dans des structures périnucléaires qui se dispersent au cours du temps à
travers toute la cellule avant de se concentrer à la périphérie de la membrane
plasmique. La colocalisation entre CD63 et Gag-GFP augmente au cours du temps,
suggérant que Gag transite à un certain moment par les CMV. Dans les cellules COS
1, HeLa et Jurkat T, les molécules de Gag nouvellement synthétisées transiteraient
dans un premier temps via des compartiments périnucléafres avant de se retrouver
dans les CMV pour être rediriger vers la membrane plasmique où les particules
virales formées sont relâchées. Les CMV joueraient le rôle d’intermédiaire dans le
trafic de Gag, le bourgeonnement et la relâche de particules virales. Ces observations
qualitatives sont renforcées par des données biochimiques: l’analyse du mouvement
de Gag par fractionnement cellulaire couplé à un marquage radioactif et une
chasse montre que les molécules nouvellement synthétisées qui sont majoritairement
dans le cytoplasme au début du marquage se retrouvent rapidement et de manière
significative dans des fractions enrichies en petites vésicules et en CMV (notés SV et
LE respectivement) mais aussi de manière plus réduite dans la fraction enrichie en
membrane plasmique au niveau des cellules HEK293T et des lymphocytes T
chroniquement infectées MOET [283]. Trois heures après le marquage, la quasi
totalité des molécules de Gag se retrouvent dans le milieu extracellulaire alors que la
majorité du Gag restant dans la cellule est présent sous forme mature et s’accumule
dans la fraction enrichie en CMV. Ces données suggèrent donc que le VIH-l dans les
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cellules HEK293T et les cellules MOLT s’assemblerait à la fois au niveau de la
membrane plasmique mais surtout dans les CMV, confirmant l’importance de ce
compartiment intracellulaire dans le ciblage et la formation de la particule virale. De
manière intéressante, l’augmentation intracellulaire des concentrations en Ca2,
comme pour induire le recrutement des CMV vers la membrane plasmique et la
libération d’exosomes, stimule la relâche de particules virales [223, 329]. Ces deux
études mettent en évidence le rôle central des CMV dans l’assemblage des particules
virales et le ciblage initial de Gag confirmant les observations de Dong et coït.,
montrant que l’interaction entre Gag et AP-3 est importante pour le recrutement de la
protéine virale vers les CMV. Le précurseur Pr55 serait donc initialement recruté
dans les CMV ou des compartiments apparentés (figure 7). Par la suite, selon les
types cellulaire, leur capacité à induire constitutivement l’exocytose des CMV et la
présence ou non d’un stimulus permettant la mobilisation des compartiments, les
molécules de Gag s’accumuleraient dans des structures intracellulaires (e.g.
macrophages) ou seraient transportées rapidement vers la membrane plasmique
(lymphocytes T, cellules HeLa, HEK293T ou Cos-1) (pour une revue, [215]) où elles
bourgeonneraient et seraient relâchées. Ce concept est conforté par le fait que le
VIH-1 pirate des facteurs importants dans la formation des CMV en plus
d’incorporer de nombreuses molécules présentes dans les CMV (CD63, CMH-II,
Lampi) au niveau de son enveloppe lipidique [267, 269, 277, 279].
La membrane plasmique: site principal d’assemblage de la particule virale
Plusieurs travaux remettent en question l’importance des CMV dans le ciblage
initial de Gag et la formation des particules virales [123, 129]. Par ailleurs, certaines
observations faites notamment en microscopie â fluorescence grâce à une
construction Gag-TC (évoqué précédemment) ne corroborent pas les données de
Periman et Resh. En effet, l’utilisation de dérivés fluorescents a montré que Gag est
directement ciblé à la membrane plasmique suite à sa synthèse dans le cytoplasme
dans les cellules HeLa [2$ 1]. De manière intéressante, la localisation rapide de Gag à
la membrane plasmique a lieu dans des domaines spécifiques: Rudner et cou, ont
cependant été dans l’incapacité de visualiser Gag-TC dans des compartiments
intracellulaires [281], suggérant que les molécules de Gag nouvellement synthétisées
sont de manière prédominante ciblées directement vers la membrane plasmique et
relâchées par la suite dans le milieu extracellulaire. En outre les études effectuées sur
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le rôle de Vpu et son importance dans la localisation intracellulaire de Gag ont
montré que l’accumulation de Gag dans les CMV serait avant tout le résultat d’un
processus dintemalisation de particules matures ou du précurseur Pr55 de la
membrane plasmique: dans un système cellulaire sensible ou non â Vpu. Gag
CFP/GFP est précocement et majoritairement ciblé au niveau de la membrane
plasmique [123, 288J. En absence de Vpu, les molécules de Gag se retrouvent
rapidement dans des compartiments intracellulaires apparentés aux CMV. Dans un
contexte où Vpu est présent ou n’a pas deffets sur la relâche virale, l’accumulation
de Gag dans ces compartiments intracellulaires est plus lente et moins drastique [123,
288]. Gag colocalise dans une certaine mesure avec un marqueur des endosomes
précoces, suggérant que Gag n’est pas reciblé vers les CMV mais davantage
intemalisé de la membrane plasmique vers ces compartiments intracellulaires. En
présence de Vpu, la proportion de cellules présentant une localisation intracellulaire
de Gag passe de 60% à moins de 15% de la population totale transfectée. impliquant
que l’augmentation de la relâche virale grâce à Vpu préviendrait l’accumulation de
particules virales dans les CMV.
i24
Figure 8. Les CMV, intermédiaire dans l’assemblage et la formation des
particules virales. Dans ce modèle, le précurseur p55’r est initialement ciblé dans
les CMV (1.), où il forme des particules matures (p24). Ce compartiment
intracellulaire est recruté vers la membrane plasmique constitutivement ou suite une
stimulation (2.) et fusionne avec la membrane limitante pour libérer son contenu
intraluminal dans le milieu extracellulaire (3.).






L’utilisation de mutants transdominants négatifs bloquant les voies
endocytaires (DynK44A, Epsl5 TD) montrent par ailleurs que la localisation dans les
CMV est inhibée et que Gag s’accumule à la membrane plasmique, suggérant
fortement que le Gag retrouvé dans les CMV serait le résultat d’un processus
d’endocytose [123, 288]. La séparation efficace de la membrane plasmique des
membranes internes a permis d’analyser de manière biochimique le trafic de Gag
dans le contexte de Vpu [129]. Ainsi, le précurseur Pr55 nouvellement synthétisé
est initialement ciblé vers la membrane plasmique où il s’accumule (figure 8). Par la
suite, dans les cellules HeLa, si Vpu est absent, le précurseur est rapidement
relocalisé dans les membranes internes où il s’accumule, tandis que l’expression de
Vpu empêche Gag de se retrouver dans des compartiments intracellulaires. La
localisation de Gag dans les CMV requiert un assemblage complet de la particule
virale puisqu’un mutant PTAP ou l’absence de TsglOl inhibe cette accumulation
intracellulaire [123, 129, 229]. finalement, l’altération de la motilité des CMV dans
les cellules HEK293T et les macrophages par inhibition de la polymérisation des
microtubules, constituants indispensables aux mouvements des structures
intracellulaires vers la membrane plasmique, ou par redistribution du cholestérol, ne
conduit pas à une diminution de la relâche virale [288]. Ces traitements n’affectent
pas la distribution de Gag au niveau de la membrane plasmique, suggérant que le
ciblage de Gag vers la membrane plasmique et la relâche de particules virales ne
dépend pas de la motilité des CMV. De plus, la relocalisation de Gag dans les CMV
par substitution du domaine MA avec des motifs connus de ciblage vers ces
compartiments intracellulaires conduit Gag à s’accumuler dans les CMV sous forme
de virions et à ne plus être relâché dans le milieu extracellulaire, impliquant qu’une
protéine ciblée directement vers les CMV ne pourrait pas être relâchée, tout du moins
dans les cellules HEK 293T et les macrophages en absence de stimulation [28$]. De
manière intéressante, l’accumulation intracellulaire de virions observée dans les
macrophages serait le résultat d’un processus de phagocytose puisque l’inhibition de
la polymérisation du cytosquelette d’actine connue pour son implication dans ce
processus conduit à une abolition de la localisation de Gag dans les CMV [288].
Cependant, certaines études récentes ont montré par microscopie électronique que
ces compartiments intracellulaires seraient des invaginations de la membrane
plasmique au niveau des macrophages: les particules virales formées au niveau de la
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membrane plasmique s’accumuleraient au niveau de ces structures de la membrane
limitante [397. 398]. La membrane plasmique serait donc le site principal
dassemblage des particules virales. Gag serait majoritairement et précocement ciblé
vers la membrane limitante de la cellule pour être directement relâché dans le milieu
extracellulaire. En outre la localisation de Gag dans les CMV serait le résultat d’un
processus d’endocytose/phagocytose [123, 28$]. Dans le cas des macrophages, cette
accumulation intracellulaire de particules virales serait le résultat d’invaginations de
la membrane plasmique [397, 39$J. Globalement, ces données sont corroborées par
le fait que TsglOl colocalise avec Gag au niveau de la membrane plasmique,
suggérant que la machinerie ESCRT peut être directement recrutée au niveau de la




Figure 9. La membrane plasmique, site préférentiel d’assemblage et de
libération des particules virales. Dans ce modèle, le précurseur p55Gag est
initialement ciblé à la membrane plasmique (1.), où il forme des particules matures
qui sont relâchées dans le milieu intracellulaire (2.). Selon l’efficacité de libération
des vinons, une proportion significative de particules virales restées attachées à la
membrane plasmique peut être intemalisée vers les CMV (3.). Ces compartiments
pourraient par la suite être recrutés à la membrane plasmique par stimulation (4.)
pour relâcher leur contenu intraluminal (5.).
Membrane plasmique
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5. Les différents processus d’internalisation cellulaires
Les voies d’intemalisation cellulaires sont connues pour jouer un rôle central
dans l’infection de la cellule hôte et la pathogenèse de nombreux virus. Des études
récentes suggèrent en outre que les processus d’mtemalisation cellulaires seraient
directement impliqués dans le trafic de la protéine Gag dans les cellules infectées et





Figure 10. Les voies majeures d’endocytoses cellulaires. (Figure adaptée de [330])
5.a. Clathrine et voie d’endocytose clathrine-dépendante
La clathnne est cruciale dans un certain nombre de processus d’invagination de
la membrane plasmique [330-332]. Constituée de trois chaînes lourdes associées
l’une à l’autre par leur domaine C-terminal, la clathnne forme une structure
reconnaissable appelée triskèÏe. Bien qu’aucune affinité entre la clathrine et certains
constituants de la membrane plasmique n’ait pu être montré, de nombreuses données
suggèrent que son recrutement au site de formation de linvagination se fait via























protéine AP-2 qui est aussi impliquée dans l’intemalisation de Gag et Env: cet
hétéromére constitué de quatre sous-unités serait initialement recruté à la membrane
plasmique, créant un site d’initiation de la polymérisation de la clathrine et induisant
la formation de puits entourés de clathrines (CCP ou clathrin-coated pits) [31, 296,
331-334]. La reconnaissance par AP-2 des protéines à intemaliser se fait via un motif
exposé dans le cytoplasme présent sous la forme NPxY chez les membres de la
famille du récepteur des LDL (low density lipoprotein) ou sous la forme YxxcI
notamment au niveau d’Env ou de Gag. AP-2 pourrait par ailleurs interagir avec un
motif dileucine et induire l’internalisation des protéines présentant cette séquence
peptidique (pour une revue, [335]). L’un des récepteurs les mieux connus pour être
internalisé par cette voie endocytaire est le récepteur de la transfenmne : il contient en
fait un motif hydrophobique YxxcD et fait partie des récepteurs internalisés de
manière constitutive même en absence de son ligand [336]. L’internalisation de la
transferrine est l’une des méthodes utilisées pour vérifier si la voie d’endocytose
clathrine-dépendante est fonctionnelle. Dans le cas des récepteurs couplés à la
protéine G, les f3-arrestines joueraient le rôle de protéines adaptatrices entre le
domaine cytosolique des récepteurs et le complexe AP-2-clathrine (pour une revue,
t337]). De manière très intéressante, le recrutement d’AP-2 à la surface interne de la
membrane plasmique se ferait par interaction avec le phospholipide PI(4,5)P2 [338],
impliqué notamment dans le recrutement de Gag via son domaine MA [216, 217,
263] et n’aurait lieu que dans des domaines distincts de la membrane plasmique
appelé hot spot [339]. Certaine drogues dont la chlorpromazine ont la capacité de
relocaliser AP-2 et la clathrine dans des compartiments intracellulaires, conduisant à
l’inhibition de la voie endocytaire clathrine-dépendante [340]. L’invagination de la
membrane plasmique est un processus nécessitant de l’énergie: une GTPase est
requise pour la fission membranaire et la formation de la vésicule. Celle-ci, appelée
dynamine, est centrale dans la formation des CCP puisque l’expression d’une forme
de la dynamine incapable de lier ou d’hydrolyser le GTP inhibe la formation de ces
vésicules [341]. Le mutant transdominant négatif le plus connu est la dynamine
K44A qui a perdu son activité GTPase: sa surexpression conduit à la formation à la
membrane plasmique de puits de clathrines bloqués au stade de fission de la bicouche
lipidique [342, 343]. La formation des CCP requiert par ailleurs de nombreuses
autres protéines auxiliaires : l’une des plus importante est Epsl5 qui joue un rôle
dans les étapes précoces de la formation des CCP. Cette protéine interagit de manière
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constitutive avec l’epsine et AP- 2 : l’interaction avec la protéine adaptatrice a lieu au
niveau de son domaine C-terminal et la surexpression d’un mutant d’Eps 15 tronqué
au niveau de sa région N-terminale (EpsA95/295) a la capacité d’inhiber les
processus d’endocytose clathrine-dépendante [336]. D’autres protéines dont AP1$0
peuvent stimuler la formation des CCP: l’interaction entre EpslS et AP18O favorise
les activités d’assemblage des puits de clathrine par AP18O. La voie d’endocytose
clathrine-dépendante représente à elle seule de 30 à 50 % des phénomènes
d’internalisation cellulaires.
5.b. Cavéoles et radeaux lipidiques
Les cavéoles ont été initialement isolés du fait de leur forme typique. Leur
détection serait en fait type-cellulaire dépendant puisqu’elles se retrouvent en grande
quantité à la surface de nombreuses cellules endothéliales mais sont difficiles à
observer au niveau des lymphocytes T, du fait de la formation de complexes de haut
poids moléculaire et de leur insolubilité vis-à-vis de certains détergents [344-346].
L’identification de la protéine cavéoline-l a permis de mieux caractériser cette voie
d’endocytose [347, 348]: la surexpression transitoire de cette protéine dans les
lymphocytes T conduit à l’apparition des structures typiques observées à la surface
des cellules endothéliales [349], prouvant que la cavéoline-l joue un rôle central dans
la formation des cavéoles. Par ailleurs, la cavéoline-1 a la capacité de se lier au
cholestérol et certains acides gras [350, 351] et l’enrichissement en sphingolipides et
en cholestérol des cavéoles leur confère les propriétés des radeaux lipidiques ou
DRIVI. Les dernières études suggèrent qu’à l’état basal, les cavéoles sont des
structures peu dynamiques et qu’elles n’induisent pas de phénomène d’endocytose de
manière constitutive. Cependant, la présence de la dynamine et des protéines de
fusion SNARE au niveau des cavéoles montrent qu’elles possèdent toute la
machinerie nécessaire pour se séparer de la membrane plasmique et fusionner avec
des compartiments intracellulaires (pour une revue, [352]). Il a notamment été
montré que la protéine syntaxine 6, faisant partie de la famille des SNARE, est
impliquée dans le transport de la cavéoline-l vers la membrane plasmique [353]. De
plus, la formation des cavéosomes nécessiterait non seulement le recrutement de la
dynamine mais aussi un réarrangement du cytosquelette d’actine et l’activation d’une
cascade de signalisation tyrosine kinase Il puisque l’utilisation de la genistein, un
inhibiteur de l’activité tyrosine kinase, ou encore la cytochalasine D qui
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dépolymérise l’actine, conduit à l’inhibition de la voie d’endocytose cavéoline
dépendante [354]. Certains virus dont SV4O (Simian Virus 40) ont la capacité
d’induire l’intemalisation des cavéoles et d’utiliser cette voie pour infecter la cellule
cible [355, 356]. De plus, certaines toxines bactériennes dont la toxine du choléra
(CTX) sont incorporées dans les cellules via la voie des cavéoles [357]. Or, de
nombreuses drogues affectant la localisation du cholestérol ont la capacité d’inhiber
cette voie d’endocytose: la fihipin, qui séquestre le cholestérol de la membrane
plasmique, ou encore la méthyl--cyclodextrine (Mf3CD), qui induit une déplétion du
cholestérol de la membrane cellulaire limitante, ont été montrées comme affectant
principalement cette voie d’intemalisation via la déstructuration des cavéoles [348,
357, 358]. En outre ces drogues sont connues pour affecter l’intégrité des radeaux
lipidiques et dans le cas du VIH-1 de réduire voire abolir la relâche virale [212]. Bien
qu’il ne soit pas encore très clair si les cavéoles et les radeaux lipidiques sont deux
domaines d’intemalisatïon distincts ou non, les travaux récents suggèrent que les
cavéoles seraient en fait des sous-domaines des radeaux lipidiques et qu’ils
partageraient de nombreuses propriétés biochimiques et fonctionnelles (pour une
revue, t254]). De manière intéressante, le domaine TMgp4l d’Env a été montré
comme interagissant avec la cavéoline-l, suggérant que cette interaction pourrait
jouer un rôle dans les phénomènes d’endocytose du VIH-l [344, 359].
L’agglomération des particules virales à la membrane plasmique des lymphocytes T
conduit à un regroupement important de la cavéoline-1 au niveau de ces sites,
suggérant que les particules relâchées ou en voie d’être relâchées se retrouvent au
niveau de microdomaines de la membrane plasmique riches en cavéoline-1 [344].
Toutes ces données suggèrent que les cavéoles et plus généralement les radeaux
lipidiques pourraient jouer un rôle dans la localisation intracellulaire de Gag.
5.c. Macropinocytose et Phagocytose
La macropinocytose, découverte initialement chez les macrophages, a
longtemps été considérée comme une voie endocytaire mineure. Elle aurait
cependant un rôle central dans l’initiation de la réponse immunitaire [360]. Elle
permet en fait l’intemalisation d’une grande quantité de soluté extracellulaire et
ressemble au processus de phagocytose. Au contraire de la micropinocytose qui est
constitutive et continue dans toutes les cellules, ce processus d’intemalisation se
limite à certains types cellulaires et nécessite un contexte spécifique pour être activé.
52
Seules les cellules dendritiques immatures présentent une macropinocytose
constitutive [361]. La macropinocytose est un moyen pour les cellules présentatrices
d’antigènes telles que les macrophages et les cellules dendritiques de surveiller le
milieu extracellulaire et d’intemaliser des antigènes présents dans l’environnement
pour les présenter par la suite aux cellules du système immunitaire (jour une revue,
[362]). L’activation de la macropinocytose requiert la présence de facteurs de
croissance ou de facteurs mitogènes; elle semble par ailleurs contrôler par la
production du phospholipide PI(4,5)P2, via Arf6, facteur de régulation de la synthèse
de ce phospholipide [363]. Peu de choses sont cependant connues sur les éléments
cellulaires impliqués dans cette voie d’intemalisation de fluide.
La macropinocytose ressemble dans son mécanisme à la phagocytose ce
processus très rapide nécessite une grande quantité d’énergie et le phagosome créé
subit par la suite une maturation nécessitant l’association au cytosquelette d’actine et
aux microtubules ([364]. Un signal d’initiation provenant en général de l’interaction
d’un ligand avec un récepteur présent à la surface de la cellule induit ce processus
d’intemalisation. En général, la phagocytose est initiée via le recrutement des
récepteurs au domaine Fc des immunoglobulines notamment des classes G et E ou
via le récepteur liant la protéine C3 du complément (C3R) [365]. finalement, au
niveau des macrophages se trouve le récepteur SR-A (scavenger receptor) qui a la
capacité de lier le lipopolysaccharide (LPS) présent en grande quantité à la surface de
certaines bactéries. L’activation de la phagocytose induit la polymérisation d’un
réseau d’actine au niveau du site de contact et la formation de pseudopodes qui
entourent le substrat à phagocyter (pour une revue, [366]). Tout au long de ce
processus, le cytosquelefte d’actine subit des réarrangements drastiques permettant la
fusion des protrusions et l’incorporation dans la cellule du phagosome. C’est
pourquoi, l’inhibition de la polymérisation de l’actine via l’utilisation de la
cytochalasine D, a la capacité de bloquer le processus de phagocytose [367].
L’activation de ce processus d’intemalisation nécessite par ailleurs l’activation des
voies de signalisation intracellulaires et en particulier la phospho-inositide-3-ldnase
(PI3K) : celle-ci serait importante pour l’allongement des pseudopodes et la
fermeture des phagosomes [368, 369]. En outre une autre phosphokinase, la
phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase, qui est notamment régulé par Arf6,
évoqué précédemment, serait impliquée dans la régulation de la phagocytose : son
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C produit PI(4,5)P2 se retrouve en grande quantité au niveau du
site d’initiation de la
phagocytose et favoriserait ce processus [370]. La phagocytose a un rôle central dans
la surveillance du milieu extracellulaire et la présentation d’antigènes aux cellules du
système immunitaire, particulièrement les cellules T et B la dégradation des
substrats intemalisés au niveau de compartiments acides appelés phagolysosomes va
permettre la création de peptides qui seront par la suite présentés via les molécules du
CMH-ll. Certaines données suggèrent cependant que les peptides issus des
phagosomes pourraient aussi être présentés via les molécules du CMH-I par un
processus appelé cross-presentation. Contrairement aux voies d’endocytoses
clathrine- ou cavéoline- dépendante, dont la fonction biologique est avant tout le
recyclage de certains domaines de la membrane plasmique et de certains récepteurs
ou la dégradation de certains facteurs, la phagocytose a pour but premier la
fragmentation de certains substrats présent dans le milieu extracellulaire et la
présentation peptidique afin de surveiller l’environnement et activer ou non le
système immunitaire.
6. Problématique et objectifs du projet
La polyprotéine Pr55 du VIH-l joue un rôle central dans l’assemblage et
dans la formation de la particule virale : son expression seul, sans autre constituants
viraux, est nécessaire et suffisante à la constitution de particules semblables aux
virions appelés VLP. La formation des virions implique une série d’évènements
allant de l’association de Gag au site de bourgeonnement, l’incorporation du génome
viral, la multimérisation des molécules de Gag et Gag-Pol ainsi que la libération de la
particule immature dans le milieu extracellulaire, subissant par la suite une étape de
maturation médiée par la protéase virale.
L’initiation de la formation de la particule virale nécessite le recrutement de
Gag à une membrane. Cependant, le choix du site membranaire d’initiation de
l’assemblage des virions est devenu un sujet de controverse suite à l’observation de
différences type-cellulaires importantes dans la localisation intracellulaire de Gag.
Initialement, le VIH-l était considéré comme s’assemblant principalement à la
membrane plasmique des lymphocytes T ainsi que de nombreuses cellules de lignées
tumorales (HeLa, HEK293T, COS-l). Or, au niveau des macrophages, Gag
s’accumule dans des compartiments intracellulaires qui présentent tous les marqueurs
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des CMV tels que CD63, les molécules du CMH-II, Lampi et le phospholipide
LBPA. Par ailleurs, Gag a été montré comme interagissant avec plusieurs protéines
de la machinerie cellulaire ESCRT, impliquée dans la formation des vésicules
intraluminales des CMV. Et il apparaît que, topologiquement, la formation de ces
vésicules ressemble de manière surprenante aux étapes de bourgeonnement des
virions, suggérant que le VIH- I aurait usurpé ce mécanisme cellulaire pour former et
libérer ses particu]es virales. Ainsi, Gag pourrait être ciblé directement dans les CMV
où les particules virales s’assembleraient avant d’être libérées dans le milieu
extracellulaire par fusion de ses compartiments intracellulaires avec la membrane
plasmique, copiant le mécanisme de libération des exosomes. Ce modèle proposerait
donc que les CMV joueraient le rôle d’intermédiaire dans l’assemblage et la
formation de la particule virale. Ce modèle ne réconcilie cependant pas certaines
observations faites dans un contexte où l’efficacité de relâche était affectée ou encore
via l’utilisation d’une construction Gag-GfP qui montre une accumulation initiale de
Gag au niveau de la membrane plasmique dans les cellules HEK293T ainsi que dans
les macrophages.
Le choix du site d’ancrage initial du précurseur p55Gag et son trafic subséquent
dans la cellule sont ainsi mal connus. Le but de notre projet était donc d’analyser le
ciblage et le trafic de la protéine Gag dans un modèle cellulaire présentant une
localisation de la protéine virale à la fois à la membrane plasmique mais aussi dans
les CMV (i.e. HEK 293T). C’est pourquoi nous nous sommes intéressés à suivre le
mouvement de la protéine Gag nouvellement synthétisée dans les cellules HEK293T
pour identifier le site initial de ciblage du précurseur p55Gag et son trafic subséquent
pour atteindre une distribution fmale établie. Pour ce faire, notre premier objectif a
été d’adapter et de caractériser une méthode de fractionnement cellulaire nous
permettant de séparer efficacement la membrane plasmique des CMV [371J. Par la
suite, nous avons étudié le mouvement de la protéine Gag nouvellement
synthétisée en couplant notre séparation subcellulaire à des expériences de marquage
métabolique et de chasse. Nos données montrant un ciblage initial de Gag vers la
membrane plasmique et un phénomène d’intemalisation de Gag de la membrane
périphérique vers les CMV, nous avons voulu identifier le mécanisme
d’internalisation impliquée dans la localisation de Gag dans ces compartiments
intracellulaires par l’utilisation de drogues bloquant la voie clathrine-dépendante (e.g.
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chlorpromazine) ou affectant le cholestérol situé à la membrane plasmique (filipin,
Mf3CD). Enfin nous nous sommes intéressés à étudier l’importance de l’efficacité
de relâche et de ta multimérisation de Gag dans la localisation et l’accumulation
de particules virales dans les CIvW. Cette étude nous a donc permis de mieux
comprendre le mouvement intracellulaire de la protéine Gag, de déterminer le site
initial d’assemblage de la particule virale et d’identifier certains facteurs viraux et
cellulaires influençant la distribution intracellulaire du VIH-l.
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ABSTRACT
Gag proteins are necessary and sufficient to direct HIV-1 particle assembly and
budding. Recent evidence suggests that Gag targeting to late
endosomal/multivesicular bodies compartments (LE/MVB) occurs prior to viral
particle budding at the plasma membrane (PM). However, the route that Gag follows
before reaching its steady-state destinations stili remains a subject of debate. Using a
sub-cellular fractionation method that separates PM from LE/MVB combined to
pulse-chase labeling, we analyzed Gag trafficking in HIV-1 producing HEK 293T
celis. Our resuÏts reveal that the majority of newly synthesized Gag is primarily
targeted to the PM. While PM-targeted Gag was efficiently released, a significant
fraction of the remaining celi surface-associated Gag was subsequently intemalized
to LE[MVB where it accumulated, thus accounting for the majority of LE/MVB
associated Gag. Importantly, this process was found to be cholesterol-dependent
since it was sensitive to the sterol-binding drugs fihipin and methyl-3-cyc1odextrin.
These resuits point towards the PM as being the primary site of productive HW-1
assembly in ceils that also support Gag accumulation in intracellular compartments.
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INTRODUCTION
Production of human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) particles
involves a series of coordinated events that includes targeting of viral structural
proteins at a membrane assembly site, incorporation of the RNA genome, clustering
of Gag/Gag-Pol molecules and subsequent release of immature virions, which
undergo a protease-mediated maturation process to become fully infectious. While
the envelope glycoproteins (Env) and the poÏ-encoded enzymes (the protease, PR;
the reverse transcriptase, RT and the integrase, IN) are required for the production of
infectious partîcles, expression of Gag polyprotein (p55a) alone is necessary and
sufficient for the assembly and release of non-infectious virus-like particles (VLP)
(16). p55a is constituted of four structural components that are cleaved by the
viral protease concomitant to the budding process, to generate the mature virion
associated Gag products: matrix (MA or p17), capsid (CA or p24), nucleocapsid (NC
or p7) and p6, as well as two spacer peptides SPi and SP2 (for a review see (14, 16)).
Three functional domains within Gag, capable of mediating the formation and
release of VLP have been identified (for a review see (14, 16)): M, the membrane
binding domain, which consists of a N-terminal myristylic acid group and a highly
basic domain in MA, allows the precursor to associate to a membrane assembly and
budding site following its synthesis on cytosolic polysomes; I, the interaction
domain, promotes Gag-Gag multimerization and consists of the region spanning the
C-terminus domain of CA and the N-terminus domain of NC; L, the late domain, is
responsible for the pinching-off of nascent particles from cellular membranes during
the release step. 11e L domain through its highly conserved PTAP and YPLTSL late
motifs located in p6 recniits Tsg 101, AW 1 and other components of the endosomal
sorting complex required for transport (ESCRT), which are normally responsible for
directing the formation of intralumenal vesicles within multivesicular bodies (MVB)
(fora review see (31) and (3)).
It lias long been considered that RW- 1 Gag precursors assemble and bud
from the plasma membrane (PM) in T lymphocytes as well as in most transfonned
ceil unes such as HEK 293T, HeLa and T cell lines (7, 31). However, recent reports
have challenged this notion mainly because in these cells, a significant proportion of
Gag was also found to localize to intracellular compartments that express late
endosome (LE) or multivesicular bodies (MVB) markers (10, 19, 46, 54).
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Furthermore, this internai localization of Gag was particuiarly pronounced in
macrophages where very large numbers of viral particles are found to accumulate
within LE/MVB compartments (34, 41, 45, 48). However, the molecular
mechanisms that control ceil surface versus LE/MVB accumulation of p55a5 and
consequently, the choice of the viral assembly and budding site are stili poorly
understood. One key specific aspect that remains to be clarified is the route that
p55gag follows to reach its PM or LE/MVB steady-state location. Interestingiy, two
modeis are emerging from recent studies 10 explain this dual steady-state Gag
localization in different ceil types. One model proposes that p55as is first inserted
into endosomal membranes and then, depending on how the process of LE/MVB
mediated exocytosis is regulated in specific celi types, either retained (macrophages)
or further transported to the PM (eg: T lymphocytes, HeLa, HEK 293T) (10, 19, 28,
37, 45, 46, 48, 49, 54). In this model, LE/MVB compartments represent early
intermediates where assembly and budding can take place. In contrast, the other
model postulates that newly synthesized p55a is first targeted to the PM where
viral assembly and release occur; non-released Gag products are subsequently
internalized towards LE/MVB (20, 22, 32) (51) in a process that is sensitive to
endocytosis inhibitors (22, 32).
To distinguish between these two models, we adapted a sub-cellular
fractionation method that efficiently separates the PM from LE/MVB. This method
coupled to pulse-chase labeling and immunoprecipitation analysis allowed a dynamic
and quantitative monitoring of newly synthesized Gag trafficking in HIV-1 provims
transfected HEK 293T celis. Our resuits reveal that the majority of newly
synthesized p55ag is targeted to the PM. Importantly however, a significant fraction
of PM-associated Gag products was found to be intemalized over time to LE/MVB
by means of endocytosis. This process was flot affected by chlorpromazine, an
inhibitor of clathrin-dependent endocytosis, but was efficiently blocked by filipin and
methyl--cyclodextrin (MI3CD), two endocytosis inhibitors known to affect PM
associated cholesterol. Taken together, our data identify the PM as being the primary
site of productive HIV-1 assembly and release in ceils that also support Gag
accumulation into intracellular compartments.
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MAIERIALS AND METHODS
Ceils and plasmids. HEK 293T ceils were maintained as described (26). The HIV-1
molecular clone HxBc2 (25), HxBc2 Myr- (G2A mutation in MA) (43), the
bicistronic pBud-DR construct (12) and the SVCMV CD4 expression plasmid (26)
were previously described. The HxBc2 PR- Env - provirus was constructed by
replacing the SallIBamHI fragment ofHxBc2 PR- (17) by the SalI/BamHI ofHxBc2
Env- (5).
Antïbodies. The following antibodies were used: L243 (IgG2j, a mouse monoclonal
antibody that binds a specific HLA-DRa conformational determinant dependent on
the correct conformation of the alpha!beta heterodimer (44), mouse monoclonal anti
HLA-DR beta chain XD5 Ab (47), anti-CD4 (OKT4) (cataiog no. CRL-$002) and
anti-p24 (catalog no. HB-9725) monoclonal Abs were isolated from supematants of
culmred hybridoma celis obtained from the Arnerican Type Culture Collection
(ATCC, Manassas, VA, USA); rabbit anti-p24 polyclonal antibody (catalog no. 4250;
NIH AIDS Reference and Reagent Program); mouse anti-Lampi (H5G11, IgGi;
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA); mouse anti-CD63 (H5C6, IgG1;
Hybridoma Bank, NICHD, University of Iowa, lA, USA) and anti-Na-K ATPase
(M7-PB-E9; Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada).
Transfections and metabolic labeling. Transfections were performed as described
(61); experiments were done 4$ h post-transfection. For pulse-chase experiments,
transfectants were metabolically labeled with lmCi/mL [35S] methionine-cysteine
([35S] Protein Labeling mix, Perkin Elmer, Wellesley, MA, USA) in DMEM lacking
methionine and cysteine and supplemented with 5% dialyzed FBS for 10 min and
chased for different time intervals in DMEM containing excess of unlabelied
methionine and cysteine. When indicated, chlorpromazine (10 jtglml), fihipin (4
tg/ml) or Mt3CD, (8 mM) were added during the starving period (30 mm) and
maintained throughout the chase. Ail drugs were purchased from Sigma-Aldrich.
Sub-cellular fractionation, immunoprecipitation, enzymatic assay and western
blotting. Sub-cellular fractionation was performed as described (53). Briefly, 5
millions HEK 293T cells were harvested in 250 jtl of homogenization buffer (0.25 M
sucrose, 7$ mM KC1, 4 mM MgCl2, 8.4 mM CaCl2, 10 mM EGTA, 50 mM Hepes
NaOH pH 7.0, containing a cocktail of protease inhibitors, Roche, Mississauga, ON,
63
Canada) and lysed during 60 sec using a pellet pestie with a cordless motor (Kontes,
Vineland, NJ, USA). Homogenates were centrifuged at 1000 g for 5 min to pellet
nuclei and any ceil debris. Post-nuclear supematant (PNS) was loaded onto a 5-20%
linear Optiprep gradient according to manufacturer instructions (Application sheet
S23, Axis-Shield, Norton, MA, USA) and spun at 150 000 g at 4°C for 20 h using a
SW41 ultracentrifuge rotor (Beckman, Mississauga, ON, Canada). Fourteen fractions
(800 J’1) were collected ftom the top of the gradient and lysed with 200 pi of 5X
RIPA.DOC (700 mlvi NaCl, 40 mlvi Na2HPO4, 10 mM NaH2PO4, 5% NP4O, 2.5%
sodium deoxycholate, 0.25% sodium dodecyl sulfate (SDS)) containing a cocktail of
protease inhibitors. Immunoprecipitations were performed on each fraction as
follows: fractions were pre-cleared with the corresponding normal serum for 2 h at
4°C before being immunoprecipitated for 3 h at 4°C with a monoclonal anti-p24 Ab
or a polyclonal anti-p24 semm as described previously (61). for denaturing
conditions, each fraction was denatured as described (40) before
immunoprecipitation with a polyclonal anti-p24 serum. Analysis of released viral
particles was perfomied on tissue culture supematant that were cleared by low-speed
centrifugation (10 mm; 400 g) and passed through a 0.45-J’m-pore-size filter (Costar,
Cambridge, MA, USA). Viral particles were pelleted from the filtrate by
ultracentrifugation through a 20% (wtlv) sucrose cushion in PBS (120 min at 130
000 g, 4°C), lysed in 1X RIPA.DOC buffer containing a cocktail of protease
inhibitors and immunoprecipitated as described above. Immunocomplexes were
separated by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and analyzed by
autoradiography. Quantitation of radioactive Gag-related bands in each fraction was
performed using a Phospholmager equipped with the ImageQuant software 5.0.
Enzymatic assays performed to identify Ailcaline Phosphatase -containing fractions
were performed as follows: 25 l ofeach fraction was mixed with 15 t1 of 4 mM 4-
methylumbelliferyl phosphate (Sigma-Aldrich) dissolved in a citrate buffer (50 mM
citric acid, 70 mM Na2HPO4 pH4.5). Afier 2 h of incubation at 37°C, the reaction
was stopped by using 50 pi of Glycine Buffer (Glycine 100 mM pHlO.4, 10 mlvi
EDTA, 2% Triton X-100). Samples were excited at 355 nm and read at 460 nm on a
multiplate reader (Wallac Victor, Wallac Oy, Turlui, Finland). finally, the presence
of Na-K ATPase, CD63 and Lampi in each fraction was determined by western
blot as previously described (26). For HLA-DR detection, each fraction was
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immunoprecipitated with the L243 conformational Ah before being detected by
western blotting using the anti-HLA-DR f3 chain XD5 Ab.
Ceil surface biotinylation, biotinylated-transferrin and celi surface CD4. Forty
eight hours post-transfection celis were washed three times with ice-cold PBS and
then labeled in PBS containing 480 tg/ml of sulfo-NHS-SS-Biotin (Pierce,
Rockford, IL, USA) for 30 minutes at 0°C. Celis were then washed with cold PBS
Tris 50 mlvi to quench the remaining biotinylation reagent. For biotinylated
transferrin, celis were incubated 15 min at 0°C with human biotin-transferrin (25
tgIml) (Sigma-Aldrich). Ceils were then washed twice with cold P35. For both
experiments, ceils were then mechanically lysed as described above and the PNS was
subjected to sub-cellular fractionation. 0f note, due to the high density of fractions
10-14, we could not perform dot-blot analysis for ceil surface biotinylation.
Therefore, biotinylated celi surface proteins were loaded on SDS-PAGE (12.5%) and
allowed to enter the gel by short migration. Fractions were subsequently analyzed by
western blot using a streptavidin-horseradish peroxidase conjugate (Amersham, Baie
d’Urfe, QC, Canada). For the analysis of celi surface biotinylation in drug-treated
celis, drugs were added for 30 min at 37°C in DMEM before subjecting ceils to the
procedure described above (drugs were present throughout the experiment). For celi
surface CD4 analysis, HEK 293T ceils were cotransfected with the HxBc2 proviral
constmct and SVCMV CD4, a plasmid encoding CD4. Forty-eight hours later celis
were washed with ice-cold PBS and then labeled with anti-CD4 (OKT4) Ab
resuspended in PBS for 30 min at 0°C to mark celi surface CD4. Celis were washed
twice with cold PBS prior to mechanical lysis and fractionation as previously
described. Celi surface-bound OKT4 was revealed by western blot using a goat anti
mouse Ah coupled to the peroxidase (Amersham), as described (26).
Electron microscopy. After sub-cellular fractionation, fractions 2-3, 6-7 and 13-14
were fixed 1 h at 4 °C with 2.5% glutaraldehyde, 0.1 M cacodylate pH 7.3. Fixed
fractions were subsequently precipitated for 15 min at 40 000 g in a F-20/micro rotor
(Sorvali, Burlington, ON, Canada). Fractions pellets were washed 3 times with 0.1
M cacodylate pH 7.3 before incubation in 1% 0s04 in cacodylate buffer for 45 min
at 21°C. Pellets were dehydrated in alcohol series before embedding and
polymerization in Durcupan resin (Sigma-Aldrich). Thin sectioning was done with
an ultramicrotome system (Reichert-jung ultracut E, Rochester, NY, USA) and the
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sections were placed on nickel 200mESH grids (Canemco, Lakefield, QC, Canada).
Celis were stained with 1% uranyl acetate in 70% ethanol and lead citrate. For
immunogold staining, samples were processed as described (30). Polyclonal anti
p24 Ab staining was followed by incubation with a goat anti-rabbit serum coupled to
12 or 1$ nm gold beads (Jackson laboratories, Bar Harbor, ME, USA). The grids
were examined on a JEOL JEM-1200 EX transmission electron microscope (New
Jersey, NY, USA).
Assay for membrane bindïng. Flotation assay was performed as described (43).
Briefly, PNS was prepared as described above and ftactionated in a discontinuous
sucrose flotation assay layered with 83, 65 and 10% sucrose. Fourteen fractions (800
jil) were collected from the top of the gradient and lysed with 200 .tl of 5X
RTPA.DOC containing a cocktail of protease inhibitors. Fractions were subsequently
immunoprecipitated with a monoclonal anti-p24 Ab. Signal obtained in fractions 4-
7, corresponding to the interface (membranes) and 11-14 (cytosol) were evaluated by
quantifying Gag-related bands in each fraction using a Phospholmager equipped with
the ImageQuant software 5.0.
Cholera-toxin and Transferrin Uptake. Cells were treated for 30 min with
chlorpromazine (10 tg/ml), filipin (4 tg/ml) or MI3CD (8mM) at 37°C (dmgs were
maintained throughout the experiment), subsequently washed with PBS and
incubated for 30 min at 0°C with either 1fr or ChTxf3 Alexa-4$8 conjugates
(Molecular Probes, Burlington, ON, Canada) in PBS. Ceils were then washed with
cold PBS and then incubated at 37°C for 10 min to allow Tfr or ChTx(3
intemalization. Cytospin, paraformaldehyde fixation, nuclei staining and mounting
were performed as previously described (12). Ceils were examined by conventional
epifluorescence micrographs on a Zeiss CeIl Observer system (Zeiss, Toronto, ON,
Canada) equipped with an Axiovert 200 M microscope and a Zeiss Axiocam ultra
high resolution monochrome digital camera, using the 1 OOX oil lens. Images were




Characterization of a sub-cellular fractionation method that separates PM from
LE/MVB
It is now well established that HW-1 Gag localizes at steady-state both at the
PM and in LE/MVB in several established human ceil unes, including HEK 293T
ceils, which have been used as model systems to study Gag trafficking as well as
HJV-1 particle assembly and release (10, 12, 19, 36, 54). To gain insights into this
dual Gag localization (PM vs LE/MVB), we have adapted a previously described
method that was based on a 5 to 20 % continuous iodixanol (Optiprep) gradient
(53). 0f note, all the characterization described below was performed on HxBc2
provirus-transfected HEK 293T cells that were lysed mechanically in an osmotic
buffer 4$ h post-transfection. Post-nuclear supernatant (PNS) was fractionated by
iodixanol gradient afier high speed and prolonged centrifugation periods (see
Materials and Methods). Fourteen fractions were collected from the top of the
gradient and analyzed for the presence of different endogenous and exogenous
cellular markers. In an effort to localize where PM migrated into the gradient, we
biotinylated exposed cell surface-associated proteins; the majority of the biotin
labeled proteins were found in light density fractions, identifying them as PM
associated (mostly fractions 3-6). Similarly, biotin-conjugated transferrin was also
incubated with HEK 2931 cells at 0°C to label the PM and gave similar resuits;
biotin-conjugated transferrin (1fr) was exclusively found in light density fractions
(mostly fractions 3-6) (Fig. 1 A). Furthermore, when ceils were co-transfected with a
CD4 expression plasmid and incubated at 0°C to block endocytosis of the receptor
bound to an anti-CD4 antibody, ceil surface CD4 was also exclusively found in light
density fractions (fractions 3-6) (Fig. I A). Similarly, N&-K ATPase, a known PM
marker (29), was also primarily found in light density fractions (fractions 2-6, data
flot shown). Finally, an enzymatic assay was performed on each fraction to detect
the presence of aikaline phosphatase, an enzyme previously shown to be PM
associated (13). As expected, alkaline phosphatase activity was mainly found in
light density fractions (Fig. 1 A; 80% of the total enzymatic signal was associated
with light density fractions 1-6). We next examined LE/IvIVB migration into the
optiprep gradient by western blotting using antibodies directed against late
endosomal markers. CD63 was found in high density fractions (fractions 13-14) but
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also in PM-enriched fractions (fractions 3-7, Fig. 1 B). Interestingly, as recently
described by Janvier and Bonifacino (21), significant fractions of CD63 localize at
the PM and traffic through the celi surface before reaching late endosomes, thus
explaining its presence in light density fractions. We then evaluated the migration of
HLA-DR, another marker that was previously shown to accumulate into LEIMVB
via the PM (11). When celis were co-transfected with an HLA-DR expressor, it
fractionated in high density fractions (fractions 13-14) but also in light density
fractions (fractions 2-6) (Fig. 1 B) most likely reflecting its previously described ceil
surface localization (11). finally, the endosomalllysosomal marker Lamp 1 was
predominantly found in high density fractions (fractions 13-14) and to a lesser extent
between fractions 4 and 6 (Fig. 1 B), likely representing its previously reported PM
localization (21). Altogether, these data suggested that the majority of LE/MVB
migrated to high density fractions whereas light density fractions were enriched in
PM. To further obtain direct evidence that these fractions were indeed PM or
LE/MVB-enriched, we performed transmission electron microscopy (EM) analysis
of light and high density fractions. Briefly, provirus transfected HEK 2931 ceils
were mechanically lysed 4$ h post-transfection and the PNS was fractionated as
described above. Fractions 2-3, 6-7 and 13-14 were ultracentrifuged and the
resulting pellets were processed for conventional EM. As expected, light density
fractions were highly enriched in filamentous structures reminiscent of the PM (Fig.
1 C a). Interestingly, these filaments presented small (50-100 nm) invaginations that
were similar in shape and diameter to previously described caveolae (1, 5$).
Interestingly, when fractions 6-7 were analyzed by EM we observed again a clear
enrichment of filamentous structures reminiscent of the PM (f ig. 1 C b); however, in
contrast to fractions 2-3, these structures were devoid of caveolae-like structures,
thus suggesting that two distinct PM subpopulations appear to be separated by the
fractionation procedure. Importantly, the fact that no LE/MVB structures were
obsewed in these fractions afier extensive analysis suggested that detection of
markers such as CD63, Lampl and HLA-DR in these fractions (fig. I B) most
probably reflected the reported association of these proteins with the PM during their
trafficking. Finally, when we performed EM analysis on high density fractions
(fractions 13-14) we obsewed a clear enrichment ofmultivesicular (Fig. 1 C c) and
multilamellar (fig. I C d) structures. Taken together, these biochemical and electron
microscopy data provide strong evidence indicating that this modified sub-cellular
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fractionation method efficiently separates PM from LE/MVB: light density fractions
were found to be enriched in PM whereas high density fractions were devoid of PM
markers but enriched in multivesicular and multilamellar structures.
Steady-state 111V-1 Gag distribution following sub-cellular fractionation
Since we were able to separate PM from LEIMVB, we next addressed how
HIV-1 Gag fractionated into the gradient. HEK 293T celis were transfected with the
HxBc2 provirus and fractionated 48 h later as described above. Interestingly, at
steady-state, two Gag populations were observed (fig. 2 A); PrS5G and its cleavage
products p41, p25 and p24 were primarily detected in PM-enriched fractions at the
top of the gradient (mainly fractions 2-6) and to a lesser extent in fractions enriched
in LE/MVB markers at the boftom of the gradient (fractions 13-14) (fig. 2 A).
Jnterestingly, we observed that different processed forms of Gag were present in
fractions associated with different sub-cellular compartments (PM vs. LE/MVB).
Indeed, CA-p2 (p25) was primarily detected in PM-enriched fractions whereas a
marked accumulation of the fully processed CA (p24) form of Gag was principally
found in fractions associated to LE/MVB markers at the bottom of the gradient (Fig.
2 A and B, bottom panels). b ensure that high density fractions-associated Gag
signal was membrane-associated and indeed did flot resuit from sedimentation of
cytosolic Gag complexes, we subjected PNS from provirus-transfected HEK 293T
celis to membrane permeabilization with a non-ionic detergent (NP-40), known to
permeabilize membrane vesicles and to solubilize membrane-associated proteins.
Similar treatments were recently used to demonstrate the association of HIV- 1 Gag
to different cellular membranes (19, 59). As expected, after this treatment Gag
signal was absent from high density fractions and was entirely detected in light
density fractions, which in addition to PM markers were associated with the cytosolic
marker actin (fractions 2-6; data not shown), thus indicating that Gag located at the
bottom of the gradient was detergent-sensitive and as such likely to be membrane
associated (Fig. Si A in the supplemental material). These findings were also
supported by results obtained in experiments that used a provirus encoding a
myristylic acid (Myr)-defective Gag mutant (G2A mutation in MA) that is strongly
impaired in membrane-association (fig. S2 B in the supplemental material). As
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expected, no Myr-defective Gag was detected in high density fractions (Fig. Si B in
the supplemental material). Taken together, these resuits demonstrate that Gag
products associated with high density fractions are membrane associated. To obtain
additional evidence that LE/IvWB-containing virus migrate at the bottom of the
gradient, we analyzed the distribution of Gag products and RI activity at steady-state
in presence or absence of human leukocyte antigen DR (HLA-DR) (Fig. 2) since we
recently reported that HLA-DR expression in human ceil unes such as HEK 293T or
HeLa ceils induced accumulation of Gag and HIV-1 particles into LE/MVB (12). As
expected, the data of figure 2 A and B clearly revealed an enhancement of mature
Gag products accumulation in high density fractions in HLA-DR± as compared to -
DR- samples upon shorter exposure of western blots (2.5 fold increase) (bottom
panels). In addition, HLA-DR expression also resulted in increased reverse
transcriptase (RT) activity accumulation in high density fractions where
approximately two-fold more RI activity was observed in presence of HLA-DR
(fig. 2 C). These results provide strong evidence that virus-containing LE/MVB
were indeed ennched in high density fractions (fractions 13-14).
finally, to ensure that PM or LE/N’WB-associated Gag signaIs were flot the
result of co-fractionation between Gag products and the different enriched structures,
we performed immunogold staining of CA on pelleted material from fractions 2-3, 6-
7 and 13-14 using a polyclonal anti-p24 antibody and analyzed CA staining on sub
cellular structures by EM. Interestingly, the filamentous structures depicted in Fig. 1
C stained positive for CA (fig. 3 A). In fact, CA staining was observed on discrete
patches of the PM, probabÏy reflecting assembling structures (Fig. 3 A, see arrows).
Similar CA staining was previously observed in pellets of purified detergent resistant
membranes (DRM) isolated from Gag-expressing BSC-40 ceils (9). Furthermore,
analogous CA-enriched patches were also observed in fractions 6-7 (fig. 3 B).
Finally, when high density fractions (fractions 13-14) were processed for
conventional EM analysis, we observed LE/MVB compartments containing
structures reminiscent of flully mature viruses (Fig. 3 C, see arrows), in agreement
with the strong accumulation of fully mature Gag (p24) detected in fractions 13-14
by western blotting (Fig. 2 A). Importantly, immunogold analysis of the same
fractions using a polyclonal anti-p24 Ah confirmed that these structures were
associated with viral particles (fig. 3 D). 0f note, fractions 2-3, 6-7 and 13-14
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isolated from mock-transfected celis remained completely unlabeled by this
technique, thus indicating that CA labeling in fractions obtained from provirus
transfected celis was specific (data flot shown).
Sub-cellular trafficking of HIV-1 Gag
b analyze the movement of newly synthesized p555a and its cleavage
products between the PM and LE/MVB, we combined our sub-cellular fractionation
method to pulse-chase labeling and immunoprecipitation analysis. Briefly, HEK
293T ceils were transfected with the HIV-1 HxBc2 provirus; 48 h later, ceils were
metabolically labeled with [35S] methionine-cysteine for 10 min and chased for
various time intervals prior to celi lysis and sub-cellular fractionation by optiprep
gradient centrifugation. Gag-related products in optiprep fractions were detected by
immunoprecipitation using a monoclonal anti-p24 antibody. Fig. 4 A clearly shows
that after 10 min of labeling (time O h), Gag and its cleavage products were primarily
detected in fractions associated with PM markers and to a lower extent with fractions
enriched with LE/MVB markers (fractions 1-6 and 13-14, respectively), suggesting
that some Gag was concomitantly targeted to the PM and LE/MVB. Event though
more Gag cleavage products were detected in PM-associated fractions at time O h
(Fig. 4 A), the kinetic of processing, calculated as the decrease of Pr55
signal over time, was identical between PM- and LEIMVB-enriched fractions (data
not shown), suggesting that the sub-cellular compartment where Gag accumulates
does flot appear to influence its processing. Throughout the 5 h of chase a
progressive decrease of PM-associated Gag and Gag cleavage products was
observed, and correlated with the progressive increase of progeny virus released
extracellularly, as shown by the levels of mature p24 detected in the supernatant
(fig. 4 B). In contrast, Gag cleavage products accumulated into high density
fractions over the 5 h of chase (Fig. 4 A), thus suggesting that virus-containing
LE/MVB were flot efficiently transported towards the PM, at least in our
experimental conditions in HEK 2931 celis. Importantly, by 2 h of chase we started
detecting an important accumulation of mature Gag (p24) products into high density
fractions (Fig. 4 A) that was unlikely to resuit from p55gag processing in these
fractions (compare p55ra and p41 processing over time in fractions 13 and 14).
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Rather, it appeared to reflect internalization of mature andlor assembling viral
particles from the PM towards LEIMVB. In fact, afler 2 h of chase, the sub-cellular
location of Gag and its cleavage products was very similar to that obsen’ed at steady
state (compare Fig. 2 A and Fig. 4 A at time 2 h) with more CA-p2 (p25) in PM
enriched fractions compared to a clear accumulation of CA (p24) in LE/MVB
enriched fractions. Importantiy, similar resuits were obtained with polycional anti
p24 antibodies as well as in conditions where proteins were denatured by boiling
before immunoprecipitation as described (40), thus indicating that the detection
method was not biased towards some Gag species or Gag assembling structures
because of lack of access to antigenic epitopes (data not shown). finally, to confirm
that the mai ority of Gag products detected in each fraction were indeed membrane
associated we performed membrane flotation analysis. We found that afier 10 min of
pulse-labeling more than 60% of Gag products were indeed membrane-associated
compared to less than 20% when the Myr-defective Gag counterpart was analyzed
(Fig. S2 A and B in the suppiemental material). By 2 h of chase, close to 80% of
Gag was detected in association with the membrane fraction (Fig. S2 C in the
supplementai materiai). Overali, these results suggest that newly synthesized Gag is
primarily targeted to the PM where assembly and release occur; a significant fraction
of the remaining PM-associated Gag products appears to be subsequently
intemaiized towards LE/’WB where it accumulates, thus accounting for the majority
of LE/MVB-associated Gag products detected at steady-state.
Effect of endocytosis inhibitors on HIV-1 Gag trafficldng
b confirm that the accumulation of mature Gag products into high density
fractions detected at 2 h reflected an endocytosis process from the PM towards
LE/MVB, we thought to block two main routes of endocytosis. Ffrst, we used
chlorpromazine, a drug known to prevent clathrin-coated pit formation at the PM
(60). Even though chlorpromazine efficiently blocked clathrin-dependent
endocytosis but flot caveolae-dependent internalization, as measured by transferrin
(Tfr) and choiera toxin 3 subunit (ChTxI3) uptake (Fig. 5 A and B, respectiveiy), the
accumulation of mature Gag products in high density fractions at 2 h chase was not
affected (Fig. 5 C). Indeed, quantification of the relative amounts of Pr55 at time
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O h or quantification of mature Gag products (p25/p24) detected in PM- and
LE/MVB-associated fractions at time 2 h remained identical to those obtained in
untreated celis (Fig. 5 D and E), thus suggesting that Gag intemalization from PM
might be clathrin-independent in HEK 293T ceils.
Since clathrin lattices seemed not to be required for Gag intemalization, we
blocked another major route of endocytosis by using sterol-binding drugs such as
fihipin and MI3CD. These dmgs interfere with caveolae or rafi-dependent
endocytosis by sequestering (fihipin) or depleting (Mf3CD) cholesterol, an essential
component of caveolae and lipid rafis (33, 42, 50). Filipin and MI3CD efficiently
blocked the uptake of ChTxf3, which was previously shown to be intemalized by a
cholesterol-dependent process (23) (Fig. 6 B). Surprisingly, in addition to blocking
ChTxI3 intemalization, fihipin efficiently blocked Tfr uptake in our experimental
conditions (Fig. 6 A). Although it is very commonly reported that cholesterol is
required only for cholesterol-dependent uptake mechanisms such as caveolae and
lipid rafi-mediated endocytosis, there is evidence for cholesterol requirement also in
clathrin-mediated endocytosis (56). Interestingly, under these conditions where
clathrin and caveolae/raft-dependent endocytosis were affected, we detected a
significant decrease of Gag products intemalization to LE/IvWB-enriched fractions
(Fig. 6 C). Indeed, p25ip24 Gag products accumulation in these fractions was
reduced from 40% to 14%, as calculated by quantifying the relative amounts of
mature Gag products detected in PM- and LE/MVB-associated fractions afier 2 h of
chase in control- and fihipin-treated celis (Fig. 6 F). furthermore, Mf3CD treatment
also significantly decreased mature Gag products accumulation in LE/MVB-enriched
fractions at 2 h of chase (Fig. 6 D); the decrease was similar to that obtained afier
fihipin treatment, passing from 40% to 19% (Fig. 6 F). Importantly however, in
contrast to filipin, MI3CD did flot affect Tfr uptake (Fig. 6 A), thus suggesting that
clathrin-dependent endocytosis appeared flot involved in Gag-related products
intemalization from PM to LEIMVB. Moreover, fihipin and MI3CD treatment
reduced significantly the p55l signal detected in high density fractions at time O h
(Fig. 6 C and D, upper panels). Indeed, total p55a signal decreased from 44% to
15% in LE/MVB-associated fractions (Fig. 6 E), thus arguing also for a rapid
intemalization of p55l from the PM to LE/MVB. Nonetheless, the residual
detected in high density fractions of fihipin- or Mf3CD- treated cells as well as
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the fact that targeting of was detected in LE/MVB-associated fractions in
conditions where the labeling period was decreased to only 5 min (data flot shown)
suggest a possible but minor direct targeting of Gag precursor to LE/MVB.
finally, to ensure that the phenotypes obtained with chlorpromazine or with
the sterol-binding drugs were not due to any non-specific effect on Gag association
to membranes as recently proposed (39), we performed membrane flotation analysis
of drug-treated ceils. As presented in Fig. S3 in the supplemental material we did flot
affect in any ways Gag ability to associate with membranes after 2 h of chase, when
the intemalization process was at its peak. These resuits suggested that the potent
reduction of Gag intemalization induced by sterol-binding drugs might resuit from
their inhibition of cholesterol-dependent uptake mechanisms. Taken together, these
resuits suggest that the mai ority of newly synthesized Gag is primarily targeted to the
PM; some newy synthesized Gag might be directly targeted to LE/MVB but
represent a minor fraction of total Gag. furthermore, the majority of mature Gag
products present in LE/MVB after 2 h of chase resuits from an intemalization
process that is cholesterol-dependent.
74
DISCUSSION
The precise sub-celiular membrane site wliere HW-l assembly is initiated lias
recently been the subject of intense debates. While some studies indicate that internai
endosomal compartments, notably LE/MVB, represent early intermediates where
Gag is first targeted prior to budding at the PM (10, 19, 28, 37, 45, 46, 48, 49, 54),
more recent studies support a model where Gag-mediated assembly mainly occurs at
the PM with accumulation of Gag and viral particles in LE/MVB resulting from an
intemalization process from the celi surface (20, 22, 32, 51). One aspect that has
complicated interpretation of the data is that initially, most studies evaluated Gag
localization at steady-state by electron or fluorescence microscopy (10, 28, 36, 37,
45, 48, 54) the observation that Gag or viral particles accumulated into LE/MVB did
not absolutely mean that the precursor was first targeted or assembled at this location
nor did it provide any information about the route that Gag foilows before reaching
its steady-state sub-celiular destination. Furthermore, several studies analyzed Gag
localization or trafficking using codon-optimized Rev-independent Gag constructs
(10, 28, 36, 46, 51, 54) andlor Gag constrncts encoding Gag proteins that were C
terminaliy fused to different tags (EGFP, ECFP, tetracysteine) (10, 22, 22, 32, 36, 46,
51, 54). However, several unes of evidence suggest that the trafficking and sub
celiular localization of C-terminally-tagged Gag molecuies (20, 51) or Gag
expressed from mRNA that do flot engage the physiological Rev-dependent viral
RNA nuclear export pathway (2, 57) may differ from those of native Gag expressed
from a provirus. In order to analyze the trafficking of native Gag moiecules in HIV
1- producing celis, we adapted a sub-cellular fractionation procedure that efficiently
separates PM ftom LE/MVB and analyzed quantitatively the movement of Gag over
time using puise-chase labeling analysis. Importantiy, these studies were performed
in HEK 293T ceils, an immortaiized ceil une that displays Gag steady-state
localization at the PM and LE/MVB and that was indeed used in some studies from
which aroused the concept that HW-l assembly may be initiated in late endosomes
(10, 18, 54).
One critical component of our analysis was efficient separation of PM from
LE/MVB. Several unes of evidence suggest that the sub-cellular fractionation
method that we have adapted does indeed do that. First, biochemical analysis of PM
and LE/MVB- associated markers reveaied that they segregated in different fractions
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(Fig. 1 A and B). Second, electron microscopic analysis of gradient fractions
revealed an enrichment of structures that are reminiscent of PM or LE/MVB in
distinct fractions (fig 1 C); importantly these sub-cellular structures were found to be
associated with HW-l Gag products since they were specifically immunostained
with anti-p24 antibodies (f ig. 3). Third, expression of HLA-DR, which is reported
to induce a two-to-three-foM Gag relocation from PM to LE/MVB as evaluated by
fluorescence microscopy (12), led to a similar increase of mature Gag-products and
RT activity in LEIMVB-enriched fractions (Fig. 2). Furthermore, our separation
method was also able to detect Vpu-mediated modulation of Gag accumulation into
LE/MVB-associated fractions in HEK 293T celis cultured in confluent growth
conditions (8) (data flot shown), in agreement with previous studies that reported
increased Gag accumulation into intracellular compartments in the absence of Vpu
(20, 32). Altogether, these resuits indicated that this sub-cellular fractionation
method was sensitive enough to detect changes in the steady-state cellular location of
Gag at the level ofa whole population ofHW-1 producing ceils.
By combining this sub-cellular fractionation procedure to short pulse-chase
labeling analysis, we provide here strong evidence indicating that the mai ority of
newly synthesized Gag is primarily targeted to the PM where most of productive
viral particle assembly occurred. Only a minor fraction of newly synthesized p55a
was apparently directly targeted to LE/MVB (f ig. 4 and 6). In agreement with
recent reports (20, 22, 32), we found that over time a significant proportion of ccli
surface-associated Gag products were subsequently intemalized from the PM to late
endosomal compartments, thus accounting for the majority of LE/MVB-associated
Gag and viral particles that were previously observed at steady-state using
fluorescence microscopy and electron microscopy analysis. The intemalization of
Gag products from the PM towards LE/MVB appeared to occur very quickly after
the 10 minutes of metabolic labeling and peaked after two-hours of chase (fig. 4 and
6), thus underlining the need to use very short labeling approach to fol]ow
dynamically newly synthesized Gag trafficking.
Our data indicates that endocytosis of PM-associated Gag products in HEK
293T ceils is sensitive to sterol-binding drugs. Sequestration or depletion of celi
surface cholesterol by treatment with fihipin or MI3CD, respectively, was found to
drasticahly reduce endocytosis of Gag products (fig. 6). These sterol-binding dmgs
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have been previously used to inhibit endocytosis via caveolae selectively (55), thus
raising the possibility that PM-associated Gag products are intemalized to LE/MVB,
at least in HEK 293 T celis, by a cholesterol-dependent uptake mechanism that
involves caveolae or more generally lipid rafis. Cholesterol is a critical component of
lipid rafts involved in caveolae formation (6). When cholesterol is sequestered or
extracted from the PM, lipid rafis are disrupted. A large number of studies have
implicated cholesterol and sphingolipids-enriched membrane rafts in HJV-1 particle
formation, production and infectivity (27, 29, 35, 3$). Furthermore, cholesterol
depletion was recently reported to decrease the mobility of Gag in living ceils, a
process that is likely to play a major roTe in promoting intra-molecular interactions
necessary for viral assembly and release (15). Given the important role of
cholesterol-enriched membrane microdomains in viral particle assembly and release,
we cannot entirely rule-out that the effect of sterol-binding drugs on Gag
internalization may be indirect rather than direct, especially if the endosomal
accumulation of Gag resuits from intemalization of fully assembled virions tethered
at the celi surface, as recently suggested by Neil and coworkers (32). Even though
under our worldng conditions, fihipin and MCD did flot affect Gag ability to
associate with membranes (Fig. S3 in the supplemental material), we cannot rule-out
the possibility that other steps leading to efficient viral particle production were flot
affected. In contrast to sterol-binding drugs, chlorpromazine, a drug that affects
clathrin-mediated endocytosis did not have any effect on PM-associated Gag
products intemalization to LE/MVB (fig. 5). These results differ from those reported
by Jouvenet and colleagues (22), which indicated that Gag intemalization from the
PM involved clathrin-mediated endocytosis. Indeed, under their experiniental
conditions, expression of transdominant negative fonns of EPS 15, which inhibits
clathrin-mediated endocytosis, reduced endosomal accumulation of Gag-GfP fusion
proteins. This discrepancy is perhaps related to the form of Gag (tagged Gag vs
native Gag) being analyzed andlor the expression context that is used (codon
optimized Gag expressor vs proviral construct). Interestingly, recent data from
Suomalainen and colleagues that are based on a fractionation procedure reveals that
internalization of unprocessed p55ga expressed from a provfral constmct is
cholesterol-dependent (inhibited by fihipin) but not affected by siRNA-mediated
silencing of clathrin heavy chain (Suomalainen personal communication).
Nevertheless, in a physiological context the mechanism and rate of intemalization of
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Gag and viral particles from the PM is likely to be dictated in a large part by the
ts., predominant mechanism of PM internalization, which essentially occurs in ail celi
types via endocytic or phagocytic mechanisms. These mechanisms of internalization
will vary with ceil types as indeed recently shown with primary macrophages; in this
celi type, Gag was also found to first accumulate and assemble at the PM, but a
proportion was subsequently internalized by a phagocytic process (22).
finally, in our experimental conditions we were unable to detect a movement
of Gag-containing LE/IVWB to the PM (fig. 4), in agreement with a recent report
that found that pharmacological inhibitors (nocodazole and Ui $666A) that arrest late
endosomal motility have no effect on accumulation of Gag at the PM, or on
extraceilular particle release. furthermore, this same study did flot detect any viral
release when viral assembly was rationally targeted to late endosomes (22). While
these findings suggest that HIV particles accumulating in LE/MVB do flot
significantly contribute to the overail virus released extracellularly from HEK 293T
celis, it does not preclude that in other celi types such as macrophages or dendritic
celis and under some physiological stimulus, eg: antigen presentation or calcium
influx, which induce endosome fusion with the ceIl surface, virus intemalized in
LE/MVB is eventually released in the extracellular milieu or transmifted upon
contact between ceils during formation of an immunological synapse. Indeed, it was
previously reported that virus accumulating intracellularly in macrophages remains
infectious (24, 52) and can efficiently be transmitted to T celis for extended periods
of time (52). More recently, under conditions mimicking antigen recognition by
interacting T ceils, dendritic celis were shown to transmit captured virions from
internai compartments. However, this so-called process of trans-infection was
limited to few captured virions and did not appear to be the predominant mode of
transmission (4). Clearly, more studies are needed to berter understand the role of
virus accumulating in internal endosomal compartments especially in physiological
relevant cells and conditions.
Overali, the resuits presented herein are difficult b reconcile with data
supporting a model where HJV-1 Gag targets LE/MVB prior to budding at PM.
Rather, our findings suggest that the mai ority of Gag is first targeted to the PM
where productive assembly occurs. Accumulation of Gag and viral particles in
LE/MVB is largely the result of endocytosis of Gag from the ceil surface.
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Importantly, Gag and virus intemalized in LE/MVB are flot constitutively
transported to the PM to be released in the extracellular milieu. These resuits imply
that the overali steady-state cellular localization of Gag and viral particles in
different celi types will indeed be govemed by the rate by which HIV particles are
assembled and released at the ceil surface as weJl as by the inherent abilïty of
different ceil types to intemalize membrane from the celi surface.
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FiGURE LEGENDS
Fig. 1. PM separation from LE/MVB afier iodixanol gradient-based sub-cellular
fractionation. HEK 2931 celis were transfected with the I{xBc2 provirus and
mechanically homogenized 48 h later. PNS production and sub-cellular fractionation
were performed as described in Materials and Methods. (A) Plasma membrane
location into the gradient. Celis were celi-surface biotinylated or incubated with
biotinylated-transferrin at 0°C. Alternatively, celis were cotransfected with a CD4
expressor and ceil surface CD4 was labeled with an anti-CD4 Ab at 0°C.
Biotinylated ceil surface protein, biotinylated transferrin (Tfr) and ceil surface CD4
were analyzed in each fraction by western blotting as described in Materials and
Methods. Finally, the presence of Aikaline Phosphatase was evaluated by incubating
each fraction with its specific substrate as described in Materials and Methods. (B)
LE/MVB markers migration was analyzed by western blotting using specific anti
CD63 and Lampi Abs or by immunoprecipitationlwestern blotting using HLA-DR
Abs. Data shown in A and B are representative of at least 2 independent experiments.
(C) Fractions 2-3, 6-7 and 13-14 were pooled, fixed, ultracentrifuged and processed
for conventional electronic microscopy. PM structures were highly enriched in
fractions 2-3 (a) and 6-7 (b). Fractions 1 3-14 were highly ennched in multivesicular
bodies (c) and multilamellar structures (d). Scale bars represent ta) 200 nm, (b-d)
100 nm. Data shown are representative of at least two independent exp eriments.
Fig. 2. HW- 1 Gag steady-state distribution after sub-cellular fractionation.
HEK 2931 celis were co-transfected with the HxBc2 provims together with either
HLA-DR or empty vector and mechanically homogenized 48 h later. PNS was
processed as described in Materials and Methods. Fourteen fractions were collected
from the top of the gradient and Gag and its cleavage products were analyzed by
western blotting using a monoclonal anti-p24 antibody. (A) Steady-state Gag
distribution afier sub-cellular fractionation. (B) Steady-state distribution of Gag upon
HLA-DR expression. Lower panels represent lower exposure of the mature
(p25/p24) Gag products. Data shown are representative of at least two independent
experiments. (C) Fractions 1-6 (PM) and 13-14 (LE/MVB) were pooled and assessed
for reverse transcriptase (RI) activity. RI activity was arbitrarily seftled at 100% in
$7
control (HLA-DR-negative) samples. Data shown are means ± standard deviations
of two independent experiments.
fig. 3. Ultrastructural analysis of HIV-1 Gag association with different sub-cellular
compartments. HEK 2931 celis were transfected with the HxBc2 provirus together
with an HLA-DR expressor and mechanically homogenized 4$ h later. PNS
production and sub-cellular fractionation were performed as described in Materials
and Methods. Fourteen fractions were collected from the top of the gradients;
fractions 2-3, 6-7 and 13-14 were pooled, fixed, ultracentriftiged and observed by
conventional transmission electron microscopy (C) or processed for immunogold
staining with a rabbit polyclonal anti-p24 Ab followed by incubation with a goat
anti-rabbit serum coupled to 1$ (A-B) or 12 (D) nm gold beads. Filamentous
structures staining positive for p24 were exclusively observed in fractions 2-3 (A)
and 6-7 (B). Fractions 13-14 were enriched in HIV-l particles-containing LE/MVB
(C) as indicated by a positive p24 staining (D). Empty arrows indicate budding virus
whereas solid arrows indicate mature virus. Scale bars represent 100 nm. Data
shown are representative of at least two independent experiments.
Fig. 4. Sub-cellular trafficking of HW-1 Gag
(A) I-TEK 2931 ceils were transfected with the HxBc2 provirus. Two days after
transfection, celis were metabolically labeled with [35S]Met-Cys for 10 min and
chased for various times prior to ceil lysis and sub-cellular fractionation by optiprep
gradient centrifugation as described in Materials and Methods. Fourteen fractions
were collected from the top of the gradient and Gag-related products in each fraction
were detected by immunoprecipitation using a monoclonal anti-p24 Ab. (B) Viral
release during the pulse-chase analysis. Virion lysates were inmiunoprecipitated as
for panel A. Data shown are representative of five independent experiments.
Fig. 5. Chlorpromazine, an inhibitor of clathrin-dependent endocytosis does flot
affect HIV-1 Gag trafficking in HEK 293 T ceils. HEK 293T celis were transfected
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with the HxBc2 provirus. Two days afier transfection celis were pre-treated with
chlorpromazine (10 p.gIml) for 30 min before incubation for another 30 min at 0°C
with (A) Tfr or (B) ChTxt3 Alexa-4$8 conjugates. Tfr or ChTx internalization was
allowed for 10 min at 37°C. Chlorpromazine was maintained throughout the
experiment before samples were analyzed by immunofluorescence microscopy (bar,
10 iim) as described in Materials and Methods. Data shown are representative of two
independent experiments. (C) In parallel, ceils were metabolically labeled with
[35SJMet-Cys for 10 min and chased for 2 h in presence of chlorpromazine prior to
ceil lysis and sub-cellular fractionation by optiprep gradient centrifugation. Gag
related products in optiprep fractions were detected by immunoprecipitation using a
monoclonal anti-p24 Ab for each collected fraction. (D) Quantification of the
relative amount of p55sa detected in PM- and MVB-associated fractions (1-6 and
13-14, respectively) at time O h of chase. (E) Quantification of the relative amounts
of mature Gag products (p25/p24) detected in PM or MVB-associated fractions at
time 2 h of chase. Gag-related signals were quantified using a Phospholmager
equipped with the ImageQuant sofiware 5.0. Data shown are means ± standard
deviations of 5 (control) and 2 (chlorpromazine) independent experiments.
Fig. 6. Effect of cholesterol-binding drugs on HIV-1 Gag trafficking in HEK 293T
ceils.
HEK 293T celis were transfected with the HxBc2 provirus. Two days afler
transfection celis were pre-treated with fihipin (4 tg/m1) or M3CD (8 mM) for 30
min before incubation for another 30 min at 0°C with (A) Tfr or (B) ChTxf3 Alexa
488 conjugates. Tfr or ChTxF3 intemalization was allowed for 10 min at 37°C.
Endocytosis inhibitors were maintained throughout the experiment. Samples were
subsequently analyzed by immunofluorescence microscopy (bar, 10 gm) as
described in Materials and Methods. Data shown are representative of two
independent experiments. In parallel, celis were metabolically labeled with
[35S]Met-Cys for 10 min and chased for 2 h in presence of (C) filipin or (D) M3CD
prior to cell lysis and sub-cellular fractionation by optiprep gradient centrifugation.
Gag-related products in optiprep fractions were detected by immunoprecipitation
using a monoclonal anti-p24 Ab for each collected fraction. (E) Quantification of
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the relative amounts of p55a detected in PM- and MVB-associated fractions (1-6
and 13-14, respectively) at time O h of chase. (F) Quantification of the relative
amounts of mature Gag products (p251p24) detected in PM or MVB-associated
fractions at time 2 h of chase. Gag-related signaIs were quantified as described in the
legend of fig. 5. Data shown are means ± standard deviations of 5 (control), 3
(fihipin) and 2 (M3CD) independent experiments.
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Celis and plasmids. HEK 293T ceils were maintained as described (4). The HIV-1
molecular clone HxBc2 (3) and HxBc2 Myr- (G2A mutation in MA) (5) were
previously described. The HxBc2 PR-Env- provinis was constructed by replacing
the SaWBamHI fragment ofHxBc2 PR- (2) by the SalI/BamHI ofHxBc2 Env- (1).
Transfections, metabolic labeling and immunoprecipitations. Transfections were
performed as described (6); experiments were done 48 h post-transfection. for
pulse-chase experiments, transfectants were metabolically labeled with lmCiImL
[35SJ methionine-cysteine ({35S1 Protein Labeling mix, Perkin Elmer, Wellesley, MA,
USA) in DMEM lacidng methionine and cysteine and supplemented with 5%
dialyzed fBS for 10 min and chased for different time intervals in DMEM containing
excess of unlabelled methionine and cysteine. When indicated, chlorpromazine (10
jtg/ml), fihipin (4 g/ml) or MCD, (8 mM) were added during the starving period
(30 mm) and maintained throughout the chase. Ail drugs were purchased from
Sigma-Aldrich.
Jmmunoprecipitations were performed on each fraction as follows: fractions were
pre-cleared with the corresponding normal serum for 2 h at 4°C before being
immunoprecipitated for 3 h at 4°C with a monoclonal anti-p24 Ab or a polyclonal
anti-p24 serum as described previously (6). Immunocomplexes were separated by
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and analyzed by autoradiography.
Quantitation of radioactive Gag-related bands in each fraction was performed using a
Phospholmager equipped with the ImageQuant software 5.0.
Assay for membrane binding.
Briefly, 5 millions HEK 293T celis were harvested in 250 jil of homogenization
buffer (0.25 M sucrose, 78 mM KC1, 4 mM MgCl2, 8.4 mM CaCl2, 10 mM EGTA,
50 mM Hepes-NaOH pH 7.0, containing a cocktail of protease inhibitors, Roche,
Mississauga, ON, Canada) and lysed during 60 sec using a peilet pestle with a
cordless motor (Kontes, Vineland, NJ, USA). Homogenates were centrifuged at
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1000 g for 5 min to pellet nuclei and any ceil debris. The post-nuclear supematant
was fractionated in a discontinuous sucrose flotation assay layered with 83, 65 and
10% sucrose, as described (5). Fourteen fractions ($00 jil) were collected ftom the
top of the gradient and lysed with 200 jil of 5X RJPA.DOC (700 mM NaC1, 40 mM
Na2HPO4, 10 mM NaH2PO4, 5% NP40, 2.5% sodium deoxycholate, 0.25% sodium
dodecyl sulfate (SDS)) containing a cocktail of protease inhibitors. fractions were
subsequently immunoprecipitated with a monoclonal anti-p24 Ab. Signal obtained
in fractions 4-7, corresponding to the interface (membranes) and il-14 (cytosol)
were evaluated by quantifying Gag-related bands in each fraction using a
Phospholmager equipped with the IniageQuant software 5.0.
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Supplemental Fig. 1. 111V-1 Gag detected in high density fractions is membrane
associated. HEK 2931 celis were transfected with either WT (A) or Myr- (G2A
mutation in MA) HxBc2 provimses (B). Celis were mechanically homogenized 48 h
later. PNS was normally processed in presence (A) or absence (B) of 1% NP4O for
30 min at 37°C. Gag-related products were analyzed by western blotting using a
monoclonal anti-p24 antibody.
Supplemental Fig. 2. HIV-l Gag membrane association. HEK 293T celis were
transfected with either WT (A and C) or Myr- (G2A mutation in MA) (B) HxBc2
proviruses. Two days afler transfection, cells were metabolically labeled with
[35S]Met-Cys for 10 min and chased for O (A and B) or 2 h (C) prior to ceil lysis and
flotation in a discontinuous sucrose (83, 65 and 10%) flotation assay, as
described (5). fourteen fractions were collected ftom the top of the gradient and
Gag-related products were detected by immunoprecipitation using a monoclonal anti
p24 Ab. Quantification of the relative amount of Gag-related products (Pr55, 41
p25 and p24) found at the interface ofthe 10-65% sucrose layer (membranes, M) and
in high density fractions (cytosol, C) was performed using a Phospholmager
equipped with ImageQuant sofiware 5.0.
Supplemental Fig. 3. 111V-1 Gag membrane association in presence of endocytosis
inhibitors. HEX 2931 cells were transfected with the protease defective HxBc2 PR
Env- provirus. Two days after transfection cells were pre-treated with
chlorpromazine (10 g/ml), fihipin (4 tg/ml) or MI3CD (8 mM) for 30 mm,
subsequently metabolically labeled with [35S]Met-Cys for 10 min and chased for 2 h,
in the presence of the dmgs, prior to celi lysis and flotation onto a discontinuous
sucrose gradient as described in Materials and Methods. Fourteen fractions were
collected from the top of the gradient and Gag-related products were detected by
immunoprecipitation using a monoclonal anti-p24 Ab (A). (B) Quantification of the
relative amounts of p55 in the interface of the 10-65% sucrose layer (membranes,
M) and in high density fractions (cytosol, C) was performed using a Phospholmager
equipped with ImageQuant software 5.0. Data shown are means ± standard
deviations of 2 independent expenments.
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Supplemental figure 2. HIV-1 Gag membrane association.
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2. Résultats complémentaires
2.a. Importance de l’efficacité de relâche: rôle de la protéine Vpu
Il est maintenant bien établi que la protéine accessoire Vpu facilite la relâche
virale et cet effet est type cellulaire dépendant : elle a la capacité de réduire de
manière significative la localisation de Gag dans des compartiments intracellulaires
[123, 129]. De plus, la capacité de Vpu à favoriser la relâche de particules virales
dépendrait de la confluence des cellules et de la capacité des cellules à poursuivre le
cycle cellulaire : Deora et coil. ont notamment montré que le niveau de confluence
des cellules HEK293T favorise ou non leur sensibilité à Vpu. À confluence,
l’expression en trans de Vpu permet d’augmenter la relâche de Gag de plus de 5 fois
alors qu’aucun effet n’est observable lorsque les cellules sont à sous-confluence
([128]; Orthwein non publié). Il était donc intéressant d’utiliser ce système pour
vérifier la capacité de Vpu à induire une redistribution intracellulaire de Gag. Les
cellules HEK293T ont été cultivées de telle manière à ce que l’analyse de la
localisation de Gag soit faite dans des conditions confluence/sous-confluence: ces
cellules ont par la suite été transfectées avec le provirus HxBH1O Vpu+ ou Vpu- et
soumises au fractionnement cellulaire 4$ post-transfection. Comme évoqué
précédemment, la sous-confluence rend les cellules HEK293T insensibles à Vpu. En
effet, la distribution intracellulaire de Gag est identique au niveau des fractions
enrichies en membrane plasmique (PM; fraction 1-6) et en CMV (LE/MVB;
fractions 13-14) en présence ou en absence de la protéine accessoire (Figure lA).
Dans un contexte où Vpu n’a pas d’effet sur l’efficacité de relâche, la distribution
intracellulaire de Gag n’est pas affectée par l’expression de la protéine Vpu. Par
contre, les cellules à confluence présentent une distribution de Gag intracellulaire
typique selon que Vpu soit exprimé ou non: en absence de Vpu, Gag se trouve à la
fois au niveau des fractions enrichis en membrane plasmique (1-6) mais aussi au
niveau des CMV (13-14), reflétant la distribution de Gag observées dans des cellules
insensibles à Vpu (Figure lA). L’expression de Vpu conduit à une diminution
significative de la quantité de produits matures p25/p24 dans les fractions 13-14 mais
plus encore à la disparition presque totale des formes matures de Gag au niveau de la
membrane plasmique (Figure 1 B), corrélant avec une augmentation de plus de 3 fois
de la relâche de particules matures dans le surnageant (figure 2). Seul le précurseur
p55G et la p41 se retrouvent au niveau des fractions de faible densité (1-6) (Figure
lB). Bien qu’il ait été montré qu’en absence de la protéase virale, Vpu est capable de
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favoriser la relâche du précurseur Pr55Gag sous forme de VLP [121], plusieurs
études ont mis en évidence que l’effet de Vpu sur la relâche virale a lieu
majoritairement et principalement au niveau des formes matures de Gag (p25/p24) en
présence de PR et que les niveaux intracellulaires de Pr55Gag dans un contexte
sauvage n’étaient pas significativement affectés [121, 123, 127, 372]. C’est pourquoi,
dans le but de comparer nos deux échantillons (Vpu+/-) et pour quantifier
l’importance de l’efficacité de relâche sur la localisation de Gag dans les CMV, nous
avons mesuré la quantité de formes p25/p24 dans les fractions 13-14 et normalisé la
valeur obtenue avec les niveaux intracellulaires du précurseur Pr55, sachant que
ces niveaux sont constants en présence ou absence de Vpu. Alors que l’expression de
Vpu dans les cellules HEK293T à sous-confluence ne modifie pas la proportion de
formes matures p251p24 dans les fractions enrichies en CMV, l’augmentation de la
relâche virale à confluence conduit à une diminution de près de 4 fois de la quantité
de p25/p24 présent dans les fractions 13-14 (Figure 1 C). Ces données montrent donc
que l’expression seule de Vpu n’a pas d’effet sur la distribution intracellulaire de
Gag : seule une augmentation de l’efficacité de la relâche virale permet une
diminution drastique de la présence de Gag dans les CMV. Ces données confirment
les observations faites précédemment montrant que l’expression de Vpu dans un
système cellulaire où la relâche virale pouvait être affectée, diminue la présence de
Gag dans des compartiments intracellulaires [123, 129] Des travaux récents ont par
ailleurs mis en évidence que Vpu, par l’inhibition d’un facteur adhésif présent à la
membrane plasmique, facilite le détachement de particules matures de la membrane
périphérique et prévient l’intemalisation de particules virales matures ou complètes
[123, 129]. Nos données confirment finalement la sensibilité de notre fractionnement
cellulaire à des altérations du cycle de réplication du VIH- 1.
2.b. Importance de la multimérisation de Gag dans sa distribution
La formation de la particule virale requiert entre autre que les molécules de
Gag multimérisent et forment une structure compacte. Les étapes pré
multimérisation tels que l’interaction MA-membrane, ou les étapes post
mukimérisation tels que le bourgeonnement de la particule viral et le recrutement de
la machinerie cellulaire ESCRT, sont cruciales dans la distribution intracellulaire de
Gag et sa localisation dans les CMV. Certaines données suggèrent par ailleurs que la
multimérisation influence la distribution de Gag: contrairement à la souche sauvage,
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un mutant perdant sa capacité à multimériser ne présente plus de localisation
intracellulaire de Gag ponctuée [373]. Il était donc particulièrement intéressant de
vérifier si la multimérisation de Gag était nécessaire à sa localisation dans des
compartiments intracellulaires dont les CMV. Pour cela, nous avons utilisé une
construction précédemment décrite où tous les résidus basiques du domaine NC ont
été substitués par des alanines [374J. Ce mutant appelé pNLHX15A (15A) a toujours
la capacité d’être relâché dans le milieu extracellulaire mais de manière moins
efficace que la souche sauvage [3741. Brièvement, les cellules HEK293T ont été
transfectées avec la souche sauvage pNLSE HxBc2 ou le mutant 15A et analysées
par fractionnement cellulaire comme précédemment décrit. La souche sauvage
pNLSE HxBc2 présente une distribution intracellulaire de Gag comparable à ce que
nous avons observé avec la souche provirale HxBc2 ou pNL4.3 (Figure 3), mettant
en avant deux populations distinctes : une population présente dans les fractions
enrichies en membrane plasmique (PM; fractions l-4) et une population se
retrouvant dans les fractions de haute densité (LE/MVB ; fractions 13-14). De
manière intéressante, la substitution des résidus basiques en alanine dans le domaine
NC conduit à la perte de la population de Gag observée précédemment dans les
fractions enrichies en CMV (LE/MVB; fractions 13-14) alors que la population de
Gag trouvée dans les fractions de faible densité (PM; fractions l-4) n’est que peu
affectée (Figure 3). Les niveaux intracellulaires de p55 du mutant 1 5A sont plus
importants par rapport à la construction sauvage, corrélant avec les travaux
précédents montrant un défaut de maturation du précurseur Pr55° par la protéase
virale par inhibition de la multimérisation [374]. Ces données suggèrent donc que la
multimérisation de Gag est nécessaire à sa localisation dans les CMV confirmant les
données obtenues par immunofluorescence et montrant une absence de marquage
ponctué intracellulaire de Gag dans les cellules HeLa [373]. Par ailleurs, l’absence
du précurseur p55a dans les fractions de forte densité (13-14) tend à suggérer que
Gag n’est pas directement ciblé vers les CMV et que sa localisation dans ces
compartiments intracellulaires est avant tout le résultat d’un processus
d’intemalisation de formes complètes/matures, confirmant les données obtenus avec
des mutants PTAP ou du domaine L de Gag qui sont incapables d’être intemalisés du
fait de leur attachement à la membrane plasmique [123, 129, 229].
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Figure 1. Vpu affecte la distribution intracellulaire de Gag dans les HEK293T à
confluence. Les provirus HxBHI0 et HxBH1O vpu- [375] ont été utilisés dans ces
expériences: brièvement, les cellules HEK293T ont été cultivées à confluence 70-
80%) ou sous-confluence (30%-40%) et transfectées avec la souche sauvage ou celle
n’exprimant pas Vpu suite à une mutation au niveau de son codon d’initiation ATG
selon les conditions précédemment évoquées [376]. 48h post-transfection, les
cellules ont été récoltées et lysées mécaniquement dans un tampon osmotique avant
d’être centrifugées à 1000g pour culoter les cellules non-lysées et les noyaux [377].
Le surnageant post-nucléaire (PNS) a ensuite été séparé sur colonne d’iodixanol
(Optiprep) comme précédemment décrit [377]. Suite à la centrifugation, 14 fractions
ont été collectées et la présence de Gag et ses produits de maturation a été analysée
par immunobuvardage en utilisant un anticorps monoclonal anti-p24 comme décrit
précédemment [378]. (A) Localisation intracellulaire de Gag dans les cellules
HEK293T cultivées à sous-confluence en absence (U-) et en présence (U+) de Vpu.
(B) Localisation intracellulaire de Gag dans les cellules HEK2931 cultivées à
confluence en absence (U-) et en présence (U+) de Vpu. Ces données sont
représentatives de deux expériences indépendantes (n=2). (C) Quantification des
formes matures (p25/p24) de Gag dans les fractions enrichies en CMV (LE/MVB;
fractions 13-14) en présence ou absence de Vpu selon la confluence des cellules
HEK293T grâce au logiciel ImageQuant software 5.0. Les valeurs obtenues ont été
normalisées en fonction du signal p55 et le signal normalisé obtenu en absence de
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Figure 2. Vpu favorise la relâche de particules virales matures dans le milieu
extracellulaire à confluence. Les provirus HxBHYO et HxBH1O vpu- [375] ont été
utilisés dans le même contexte que les expériences de la figure 1. Brièvement, le
surnageant des cellules transfectées a été collecté et traité comme décrit
précédemment [37$] pour recueillir les particules virales relâchées. En outre une
partie du lysat cellulaire obtenu après lyse mécanique dans un tampon osmotique a
été traité dans du RIPA.DOC iX [377]. La présence de Gag et ses produits de
maturation dans les cellules (A partie supérieure) et le surnageant (A partie
inférieure) a été analysée par immunobuvardage en utilisant un anticorps monoclonal
anti-p24 comme décrit précédemment [37$]. (A) Etude de la relâche en présence ou
absence de Vpu selon la confluence des cellules HEK293T (sous-confluence vs
confluence). (B) Quantification de l’efficacité de relâche dans ce contexte grâce au
logiciel ImageQuant software 5.0. L’efficacité de relâche a été calculée selon la
méthode décrite précédemment [263].
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Figure 3. La multimérisation de Gag est nécessaire à sa localisation dans les
CMV. Les provirus pNLSE HxBc2 et pNLHXI5A ont été utilisés dans ces
expériences : brièvement, les cellules HEK293T ont été transfectées selon les
conditions précédemment évoquées [376], avec la souche sauvage (pNLSE HxBc2
noté WT) ou celle ne pouvant pas multimériser (pNLHX15A noté 15A) [374] suite à
la substitution des résidus basiques par des alanines dans le domaine NC. 4$h post
transfection, les cellules ont été récoltées et lysées mécaniquement dans un tampon
osmotique avant d’être centrifugées à 1000g pour culoter les cellules non-lysées et
les noyaux [377]. Le surnageant post-nucléaire (PNS) a ensuite été séparé sur
colonne d’iodixanol (Optiprep) comme précédemment décrit [377]. Suite à la
centrifugation, 14 fractions ont été collectées et la présence de Gag et ses produits de
maturation a été analysée par immunobuvardage en utilisant un anticorps monoclonal
anti-p24 comme décrit précédemment [37$]. Localisation intracellulaire de Gag dans
les cellules HEK293T en présence de la souche sauvage WT ou du mutant 1 5A. Ces
données sont représentatives de deux expériences indépendantes (n=2).
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1. Discussion
L’objectif premier de notre étude était d’analyser le ciblage initial de la
protéine Gag du VIH-l et son trafic subséquent dans les cellules HEK293T: pour y
parvenir, nous avons adapté une méthode de fractionnement cellulaire nous
permettant de séparer efficacement la membrane plasmique des corps
multivésiculaires (CMV), supposés être un intermédiaire important dans la formation
des particules virales. Couplé à un marquage métabolique court et à une chasse, cette
séparation nous a permis de suivre le mouvement intracellulaire de la protéine Gag
nouvellement synthétisée. Par la suite, nous avons identifié certains déterminants
importants pour la localisation intracellulaire de cette protéine dont le cholestérol, la
multimérisation de Gag et l’efficacité de relâche des particules virales.
Tout d’abord, nous avons voulu vérifié que notre fractionnement séparait
efficacement la membrane plasmique des CMV au niveau des cellules HEK293T
dont la spécificité est de présenter une localisation de Gag dans ces deux
compartiments. Contrairement à certaines études qui, via la surexpression de
marqueurs taggés, vérifiaient la localisation des différents compartiments dans leur
fractionnement cellulaire [1], nous avons préféré analyser la distribution de protéines
endogènes connues pour se trouver dans les CMV telles que CD63, Lampi ou HLA
DR ainsi que de vérifier la présence de la membrane plasmique par biotinylation des
protéines de surface, utilisation de ligands interagissant avec des protéines présentes
à la surface cellulaire (transferrine biotinylée, CD4) ou détection de marqueurs
endogènes (Na+-K+ ATPase, alkaline phosphatase). Nos données suggèrent
fortement que la membrane plasmique migre exclusivement dans les fractions de
faible densité (1-6). Les marqueurs des CMV se retrouvent, quant à eux,
majoritairement dans les fractions de forte densité (13-14): CD63, Lamp 1 et HLA
DR se retrouvent cependant dans une certaine proportion au niveau des fractions 1 à
6. Ceci peut s’expliquer par le fait que ces protéines peuvent transiter par la
membrane plasmique avant d’atteindre leur destination finale. Elles ont par ailleurs
été montrées comme localisant dans une certaine proportion au niveau de la
membrane périphérique [2, 3]. Nous ne pouvons cependant pas exclure le fait que
certaines organelles, lors de la lyse mécanique, soient endommagées pouvant résulter
en la présence de certains marqueurs des CMV au niveau des fractions de faible
densité. Pour exclure cette possibilité, nous avons analysé par microscopie
électronique le contenu des fractions obtenues après séparation s l’analyse des
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fractions 6-7 qui présentent à la fois des marqueurs de la membrane plasmique mais
aussi CD63, Lampl et HLA-DR a mis en évidence des structures filamenteuses
comparables à celles observées dans les fractions 2-3. Ces formes spécifiques
obtenues ont été montré précédemment comme correspondant à la membrane
plasmique [4], supportant l’idée que les marqueurs CD63, Lampi et HLA-DR
présents dans les fractions de faible densité sont issus de la membrane plasmique. A
l’opposé, les fractions 13-14 sont enrichies en structures multilamellafres et
multivésiculaires, formes typiques des CMV. Ces données montrent que notre
méthode de fractionnement sépare efficacement la membrane plasmique des CMV
dans le contexte des cellules HEK293T. En outre, la distribution de Gag dans notre
fractionnement cellulaire met en évidence une accumulation de produits matures
dans les fractions de forte densité, corrélant avec la présence des structures
multivésiculaires remplies de particules virales matures et présentant un cône central
condensé observées par marquage aux billes d’or (immunogold). Or, les CMV sont
connus pour être des compartiments d’accumulation de particules matures et
infectieuses particulièrement au niveau des macrophages [4-7] : les CMV, remplis de
virions migreraient donc dans les fractions 13-14. Finalement nous avons utilisé deux
outils différents pour vérifier que notre technique de fractionnement était sensible à
des modifications de la distribution intracellulaire de Gag. Dans un premier temps
nous avons utilisé HLA-DR qui a été montré comme ayant la capacité de relocaliser
Gag dans les CMV particulièrement sous forme mature p24 [8]. L’analyse de la
distribution des formes p25/p24 de Gag a montré que deux à trois fois plus de formes
matures se trouvent dans les fractions enrichies en CMV suite à l’expression de
HLA-DR, corrélant avec les résultats obtenues précédemment [8]. Dans un second
temps nous avons analysé la capacité de Vpu via sa modulation de la relâche virale
d’affecter la distribution intracellulaire de Gag: les études précédentes ont montré
que l’augmentation de la relâche virale par Vpu conduit à une réduction importante
de la localisation intracellulaire de Gag, en particuliers dans les CMV [9, 10]. De
manière intéressante, dans des conditions où les cellules HEK293T sont sensibles à
l’effet de Vpu, l’augmentation de la relâche vfrale conduit à une diminution
significative de la présence de produits matures dans les fractions enrichies en CMV
(13-14) confirmant les observations faites précédemment [9, 10]. Toutes ces données
soutiennent donc que notre fractionnement sépare efficacement la membrane
plasmique des CMV au niveau des cellules HEK293T. Cette technique biochimique
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nous a donc permis d’analyser quantitativement le mouvement et la distribution de
Gag: nous avons suivi le mouvement de la protéine Gag nouvellement synthétisée
dans un contexte proviral pour nous approcher le plus fidèlement possible des
conditions physiologiques dans lesquelles évolue le virus puisqu’il a été montré que
l’utilisation d’expresseurs de Gag optimisés ne dépendant pas de la machinerie virale
d’exportation nucléaire d’ARN (Rev-indépendant) ou de protéines fusionnées en C-
terminale pouvait affecter le mouvement et la distribution intracellulaire de Gag [9,
li-131.
L’analyse du ciblage initial de Gag par marquage métabolique et de son trafic
intracellulaire par chasse couplé au fractionnement cellulaire a montré que la protéine
virale est ciblée précocement et majoritairement dans les fractions de faible densité
(i-6), suggérant que la membrane plasmique est le site initial de ciblage de Gag. Par
ailleurs, le nocodazole, drogue connue pour inhiber la polymérisation des
microtubules nécessaires au mouvement des compartiments intracellulaires tels que
les CMV ou encore les vésicules issues du TGN [288,399], n’a aucun effet sur la
distribution de la protéine Gag nouvellement synthétisée dans notre fractionnement
cellulaire, excluant un potentiel transit de Gag par le TGN ou les CMV avant
d’atteindre la membrane plasmique (Finzi A., communication personnelle). Bien que
le précurseur p551 et ses produits de maturation soient présents dans les fractions
13-14 à des temps précoces, suggérant que Gag pourrait être ciblé de manière
concomitante dans les CMV, l’altération du cholestérol au niveau de la membrane
plasmique montre qu’une proportion significative de Gag présent initialement dans
les CMV résulterait davantage d’un processus d’intemalisation rapide. Nous ne
pouvons cependant pas exclure que certains compartiments tels le TGN En outre, la
quantité de Gag dans les cellules HEK293T présente initialement dans les fractions
enrichies en membrane plasmique (l-6) diminue au cours du temps, corrélant avec
l’apparition de particules virales dans le surnageant. Par contre, de manière
intéressante le signal global de Gag se retrouvant dans les fractions 13-14 augmente
fortement au cours du temps, particulièrement après deux heures de chasse, sous
forme p24 suggérant que l’accumulation de Gag dans les CMV résulterait d’un
processus d’intemalisation. Ainsi, Gag serait ciblé majoritairement vers la membrane
plasmique où il est relâché sous formes de particules virales alors que les CMV
seraient avant tout un réservoir de produits matures issus d’un processus
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d’intemalisation de la membrane plasmique. Les CMV ne joueraient donc pas un rôle
d’intermédiaire dans le ciblage et le mouvement de Gag dans la cellule comme
proposées par certains groupes suite à l’observation par microscopie électronique et à
fluorescence de la présence de Gag dans ces compartiments intracellulaires [5-7, 14-
18]. Gag visualisé dans un contexte statique et non dynamique a été montré comme
s’accumulant dans les CMV. Or, l’analyse statique de la distribution intracellulaire
de Gag ne peut nous éclairer sur la voie utilisée par celle-ci pour atteindre les CMV.
Seul le suivi du mouvement des protéines virales nouvellement synthétisées peut
nous permettre de comprendre comment Gag se retrouve finalement à la fois à la
membrane plasmique mais aussi dans les CMV dans un certain nombre de types
cellulaires dont les cellules HEK293T. Seuls deux travaux effectués précédemment,
soit grâce à un fractionnement cellulaire soit par imagerie, ont montré que les CMV
pouvaient jouer le rôle d’intermédiaire dans le ciblage et le mouvement
intracellulaire de Gag [1, 19]. Periman et cou, ont mis en évidence par l’utilisation de
dérivés fluorescents que les molécules de Gag nouvellement synthétisées localisaient
initialement dans des structures périnucléaires avant de se retrouver dans les CMV
[19]. Les auteurs sont cependant limités techniquement par la méthode de
FIAsWReFIAsH utilisée pour visualiser les molécules de Gag nouvellement formées
puisque celle-ci ne peut se faire que 2 à 4h après traitement aux dérivés fluorescents,
posant le problème d’un suivi précis de la protéine Gag nouvellement synthétisée. De
manière intéressante, dans notre fractionnement cellulaire, après deux heures de
chasse nous observons que la majorité de Gag se retrouve dans les CMV par un
phénomène d’intemalisation et non suite à un ciblage direct. Ainsi les différences
entre les données de Perlman et coll. et nos résultats seraient principalement liées à
l’impossibilité de visualiser en temps réel le mouvement des molécules de Gag
nouvellement synthétisées par FIAsHJReAsH. Dans le cas des conclusions tirées par
Grigorov et coIl. grâce à leur fractionnement cellulaire, certaines données suggèrent
que leur séparation des différentes organelles est en partie inexacte: par exemple, Env
a été montré comme localisant de manière prédominante au niveau du TGN dans les
cellules HeLa [20] mais en partie aussi au niveau du RE. Or, dans leur
fractionnement cellulaire, Env sous la forme du précurseur ou sous la forme TMgp4 1
se trouve majoritairement dans des fractions enrichies en CMV. Par ailleurs, Gag
dans les cellules HEK293T est connu pour localiser majoritairement à la membrane
plasmique: dans leur cas, Gag ne se retrouve â aucun moment à la membrane
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plasmique. Toutes ces observations remettent en question la validité de l’outil de
fractionnement utilisée dans leur étude [1]. En outre, l’identification des CMV
comme intermédiaire dans l’assemblage des particules virales implique que le
recrutement de ces compartiments par stimulation vers la membrane plasmique doit
modifier la distribution intracellulaire de Gag. Pour vérifier cette hypothèse, ces deux
études ont stimulé l’exocytose des CMV par modification des niveaux de calcium
entrant [21]: après traitement à l’ionomycine, une molécule fixant le calcium, les
auteurs observent une augmentation de la relâche de particules virales [1, 19]. De
manière surprenante, les niveaux intracellulaires de Gag ne sont pas affectés par ce
traitement. Or, si les CMV sont l’intermédiaire central de l’assemblage des particules
virales et surtout si les CMV sont le site initial de ciblage du précurseur p55Gag la
libération dans le surnageant de leur contenu devrait modifier drastiquement les
niveaux intracellulaires de Gag. Ainsi, ces données suggèrent que le ciblage initial
de Gag dans les CMV est tel que le recrutement de ces compartiments à la membrane
plasmique ne modifie pas ses niveaux intracellulaires.
Nos données sont au contraire en accord avec certains travaux montrant un
ciblage préférentiel de Gag vers la membrane plasmique, lieu central de l’assemblage
et de la formation de particules virales matures. Il a été montré précédemment que le
précurseur p55 dans un contexte proviral ou d’une construction fusionnée à Gag
se retrouve majoritairement à la membrane plasmique dans les étapes subséquentes à
sa synthèse [9, 10, 12, 22]. Par ailleurs, l’accumulation importante de produits
matures dans les fractions enrichies en CMV observée après deux heures de chasse
suggère fortement que la présence de Gag dans les CMV résulte davantage d’un
phénomène d’ intemalisation, en accord avec des travaux précédents montrant que
des mutants transdominants négatifs de la dynamine (DynK44A) ou d’Epsl5
(Epsl5A951295) empêchent Gag-CfP/GFP de se retrouver dans les CMV [10, 22].
C’est pourquoi il nous parut important d’identifier les voies endocytaires impliquées
dans la localisation de Gag dans les CMV par fractionnement cellulaire.
Malheureusement, l’utilisation de ces mutants, particulièrement la dynamine K44A,
modifie drastiquement les propriétés de la membrane plasmique (figure 1): dans ces
conditions nous ne sommes plus capables de séparer la membrane plasmique des
CMV et donc d’analyser l’importance des voies endocytaires dans le trafic de Gag.
De même, l’emploi de siRNA ciblant la cavéoline-1 ou Epsl5, connus pour inhibiter
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les voies endocytaires caveoline/radeaux lipidiques et clathrine dépendants
respectivement, modifie trop fortement et durablement les voies d’intemalisation,
conduisant à une altération des propriétés de migration de la membrane plasmique
dans notre fractionnement cellulaire (Figure 1). C’est pourquoi nous avons du opter
pour un traitement bref, capable d’affecter rapidement et efficacement les voies
d’intemalisation cellulaires: pour cela, certaines drogues affectant la distribution de
la clathrine (chlopromazine) ou du cholesterol (filipin, Mt3CD) ont été utilisées pour
vérifier la contribution des voies endocytaires dans la localisation intracellulaire de
Gag. Nos données montrent que l’inhibition par la filipin des voies dépendant de la
clathrine et cavéoline diminue fortement la localisation de produits matures dans les
fractions 13-14 après deux heures de chasse, supportant l’idée que Gag est intemalisé
par la membrane plasmique pour se retrouver dans des compartiments intracellulaires
tels que les CMV. Parallèlement, la filipin affecte les niveaux de Pr55 au temps
initial dans les fractions de forte densité (13-14), suggérant que deux processus
différents d’internalisation vers les CMV ont lieu : l’un très rapide (10 min après le
marquage) et l’autre atteignant son paroxysme deux heures post-marquage. Ces
processus semblent cependant être insensibles à la chlorpromazine, suggérant que la
voie d’endocytose clathrine-dépendante joue un rôle mineur dans l’intemalisation de
Gag vers les CMV dans nos conditions expérimentales. Ces résultats contrastent avec
les données obtenues avec une construction Gag-CFP/GFP [10, 22], montrant qu’un
transdominant négatif d’Epsl5 est capable d’empêcher la présence de Gag dans les
CMV. Or, plusieurs facteurs peuvent moduler la localisation intracellulaire dont la
protéine fusionnée à Gag : elle peut influencer directement la localisation
intracellulaire de Gag et sa capacité à être ou non intemalisé. Alors qu’une
construction Gag-fLAG peut être intemalisée dans les cellules HeLa, une
construction Gag-HA ne peut l’être [9]. De même une construction Gag-LTC a été
montrée comme localisant de manière plus importante dans des compartiments
intracellulaires apparentés à des CMV comparée à une construction Gag-TC,
suggérant que la protéine de fusion utilisée peut grandement affecter la distribution
intracellulaire de Gag et son trafic dans la cellule [12]. Par ailleurs, plusieurs travaux
ont montré que l’altération de la machinerie d’export des ARN viraux, en particulier
Rev, affecte le mouvement de Gag vers les membranes et l’assemblage des particules
virales [11, 23]. Ayant fait le choix de suivre le mouvement de Gag dans un contexte
proviral, nous nous approchons le plus possible des conditions physiologiques dans
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lesquelles Gag évolue normalement et ne sommes donc pas limités dans notre
interprétation par la construction de Gag utilisée. Nos données sont, de manière
intéressante, en concordance avec des travaux récents montrant que p55Gag issue
d’une construction provirale est intemalisé via un processus cholestérol-dépendant
mais insensible à la déplétion des niveaux intracellulaires de clathrine par utilisation
de siRNA ciblant cette protéine (Suomalainen M., Université d’Helsinld, f inlande,
communication personnelle). Nos résultats soulignent, dans nos conditions
expérimentales, le rôle central du cholestérol dans la localisation intracellulaire de
Gag. Il a été précédemment montré que le cholestérol est un élément essentiel des
radeaux lipidiques et est impliqué dans la formation des cavéoles [24]. L’altération
du cholestérol à la membrane plasmique conduit à une perte d’intégrité des radeaux
lipidiques. Certaines données ont démontré par ailleurs que le cholestérol est
important pour l’organisation des TEM et l’interaction entre les tétraspanines,
suggérant que le cholestérol pourrait affecter les deux principales plateformes
d’assemblage identifiées du VIH-l. Enfin, le cholestérol a été montré comme étant
essentiel à la formation de particules virales et à l’infectivité de celles-ci [25-2$]. Il a
en outre une fonction directe sur Gag puisqu’il favorise la motilité intracellulaire de
cette protéine virale, ceci suggérant que le cholestérol pourrait promouvoir les
interactions entre molécules de Gag nécessaires à l’initiation de l’assemblage des
particules virales [29J. En concordance avec d’autres travaux [10, 22], nos travaux
montrent que l’intemalisation de Gag vers les CMV se fait majoritairement sinon
exclusivement sous forme de particules matures. La déplétion en cholestérol au
niveau de la membrane plasmique ou sa séquestration pourrait donc affecter des
étapes pré-formation de la particule virale bien que le traitement à la filipin ou la
Mf3CD n’affecte pas l’association de Gag aux membranes, d’où un effet
potentiellement indirect des drogues sur la localisation intracellulaire de Gag.
L’incapacité de former des particules virales matures serait alors la cause de
l’absence de localisation de Gag dans les CMV plutôt que l’inhibition des voies
d’internalisation suite à la déplétion ou la séquestration du cholestérol. Dans nos
conditions expérimentales, la relâche virale en présence de MI3CD ou filipin est
diminuée (finzi A., communication personnelle). Cependant, la réduction observée
est telle (40%) qu’elle ne peut expliquer à elle seule la disparition de plus de 70% des
formes matures dans les CMV, suggérant que l’effet observé en présence de la
MF3CD et la filipin est avant tout du à l’inhibition des voies d’endocytoses. Ainsi, le
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cholestérol jouerait un rôle central dans le processus même d’intemalisation de Gag
vers les CMV. Il sera malgré tout important d’identifier plus précisément la
contribution de la voie d’intemalisation cavéoline/radeaux lipidiques-dépendant dans
la localisation intracellulaire de Gag: la séquestration ou la déplétion en cholestérol
affectant de nombreuses étapes du cycle de réplication du virus, l’utilisation de
siRNA contre la cavéoline-1 ou syntaxine 6, protéines importantes pour cette voie
d’endocytose [30], devrait être privilégiée pour identifier spécifiquement son rôle
dans le trafic de Gag. Ceci pourrait notamment se faire par microscopie à
fluorescence en analysant l’évolution de la localisation de Gag dans le temps dans un
contexte proviral pour éviter d’influencer l’une ou l’autre voie d’endocytose par la
présence d’une protéine de fusion. Plusieurs évidences tendent à supporter que la
voie cavéoline-dépendante joue un rôle dans l’intemalisation de particules matures,
particulièrement le fait que le domaine transmembranaire d’Env (TMgp4l) a la
capacité d’interagir avec la cavéoline-l [31, 32].
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Figure 1. Analyse de la migration de la membrane plasmique dans un contexte
d’altération des voies endocytaires. Le provirus HxBc2 [33] a été utilisé dans ces
expériences: brièvement, les cellules HEK293T ont été tranfectées selon les
conditions précédemment évoquées [34] dans le cas des cellules Mock, DynK44A et
des cellules traitées aux différentes drogues. La construction pBK-HA DynK44A a
été gentiment fournie par le Dr J.P. Gratton, Institut de Recherches Cliniques de
Montréal, (IRCM, Montréal, Canada). Dans le cas des siRNA, 5 millions de cellules
HEK293T ont été transfectées avec 200/300 pmol de 5iRNA non spécifiques
(Scramble), de siRNA ciblant la cavéoline 1 ou Epsl5 et avec la construction HxBc2
par Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Burlington ON) selon les conditions
recommandées par la compagnie. 48h post-transfection, les cellules ont été récoltées
et traitées selon les conditions décrites précédemment [35] : dans le cas des drogues,
les cellules ont été prétraitées pendant 30 min dans les mêmes conditions que décrites
précédemment [35] pour reproduire les conditions expérimentales dans lesquelles ont
été fait le marquage et l’analyse du trafic de Gag. Les protéines de surface ont été
biotinylées pour détecter la présence de la membrane plasmique. Par la suite, les
cellules ont été lysées mécaniquement dans un tampon osmotique avant d’être
centrifugées à 1000g pour culoter les cellules non-lysées et les noyaux [351. Le
surnageant post-nucléaire (PNS) a ensuite été séparé sur colonne d’iodixanol
(Optiprep) comme précédemment décrit [35]. Suite à la centrifugation, 14 fractions
ont été collectées et la présence des protéines biotinylées a été analysée par
immunobuvardage en utilisant un conjugué péroxidase couplé à la streptavidine [35].
(A) Détection de la membrane plasmique par biotinylation des protéines de surface
lorsque les voies endocytaires sont inhibées. (B) Analyse des niveaux en cavéoline-1
et en EpslS des cellules traitées par siRNA. Une partie des cellules traitées aux
siRNA a été lysée dans du RIPA.DOC IX [35] et la détection des niveaux
intracellulaires de Cav- 1 et d’Eps 15 a été vérifiée par immunobuvardage en utilisant
un anticorps polyclonal de lapin anti Cav-1 (N-20, IgG, Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA) ou un anticorps polyclonal de lapin anti Eps-1 5 (C-20, IgG,
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). Les niveaux d’actine ont été
vérifiés grâce à un anticorps polyclonal de lapin anti-actine (A2066, SIGMA, St
Louis, Missouri).
De manière intéressante, un autre facteur influençant la localisation du VIH-1
dans les CMV est la multimérisation des molécules Gag: il a été montré
précédemment par immunofluorescence qu’un mutant de Gag perdant sa capacité à
muÏtimériser ne forme plus de structures ponctuées dans le cytosol [36]. Or, dans
notre fractionnement cellulaire, ce défaut de multimérisation corrèle avec une
absence de la protéine virale dans les fractions enrichies en CMV, suggérant que la
multimérisation des molécules de Gag est une étape nécessaire â la localisation du
VIH-1 dans les CMV, via un processus d’endocytose. L’effet de la multimérisation
de Gag sur sa localisation dans les CMV pourrait cependant être un effet indirect:
tout comme dans le cas des drogues, l’altération de la multimérisation de Gag est
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connue pour réduire la relâche virale [37] et l’absence de particules matures
pourraient résulter en l’impossibilité d’intemaliser Gag. Plusieurs protéines sont
connus pour leur dépendance à une étape de multimérisation précédant leur
intemalisation: par exemple la synaptotagmine, protéine de régulation des
phénomènes d’exocytose et d’endocytose des vésicules synaptiques, a été montrée
comme subissant une étape de multimérisation, favorisant l’exposition d’un motif
d’interaction avec AP-2 et conduisant alors à son endocytose subséquente [3$]. Dans
le cas du VIH-l, Batonick et coll. ont notamment montré que l’altération de
l’interaction entre AP-2 et Gag conduit à une augmentation de la relâche virale [39],
suggérant que la protéine adaptatrice pourrait séquestrer une partie du précurseur
viral et affecter la quantité de virions relâchés dans le surnageant. On ne peut
cependant pas exclure que l’effet observé au niveau de la relâche virale soit lié à
l’altération de l’interaction entre AP-2 et Env. Malgré tout, l’interaction Gag-AP-2
pourrait expliquer la présence rapide de p55Gag dans les CMV, processus plus rapide
que l’intemalisation de produits matures puisqu’il nécessite au plus 30 min comparé
aux 2h nécessaires pour observer une importante quantité de formes matures dans les
fractions enrichies en CMV. Ce processus pourrait être modulé par la confluence des
cellules puisque des données récentes montrent que, dans des conditions de sous-
confluence, Gag est très rapidement présent dans des compartiments intracellulaires
suggérant que la protéine virale peut être internalisée via un processus d’endocytose
très rapide (Suomalainen M., Université d’Helsinki, Finlande, communication
personnelle). Bien que les mécanismes impliqués dans ce phénomène
d’intemalisation rapide ne soient pas connus, ces observations suggèrent que la
confluence des cellules pourrait moduler la voie d’intemalisation utilisée par Gag
pour se retrouver dans les CMV. La multimérisation de Gag pourrait alors favoriser
une meilleure interaction avec AP-2 et permettre l’intemalisation rapide du
précurseur Pr55 dans les CMV. De manière intéressante, le traitement à la
chlorpromazine est connu pour affecter non seulement la localisation intracellulaire
de la clathrine mais aussi la distribution d’AP-2 : la protéine adaptatrice se retrouve
dans le cytosol avant d’être redistribué au niveau d’endosomes [40]. AP-2 pourrait
dans ce contexte conserver sa capacité d’interagir avec le précurseur p55Gag dans le
cytoplasme et le rediriger vers les CMV, contribuant ainsi à maintenir en partie Gag
dans les CMV. La détermination des mécanismes impliqués dans ce processus
d’intemalisation rapide de Gag reste une question importante à étudier. À la vue de
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nos résultats, la voie clathrine-dépendante ne semble cependant pas jouer un rôle
significatif dans l’intemalisation de produits matures dans les CMV puisque son
inhibition ne modifie pas drastiquement la présence de Gag dans les CMV. Elle
pourrait cependant être impliquée dans le processus d’intemalisation du précurseur
en liant la polyprotéine ancrée à la membrane plasmique mais de manière
réduite dans nos conditions expérimentales.
La modulation de l’efficacité de relâche virale via Vpu affecte elle-aussi la
localisation de Gag dans les CMV : nos travaux en accord avec d’autres études faites
par immunofluorescence et fractionnement cellulaire montrent que dans un système
sensible à Vpu, l’augmentation de la relâche virale corrèle avec une diminution
significative de la présence de Gag dans des compartiments intracellulaires [9, 10].
Dans nos conditions, une augmentation de la relâche virale de plus de 3 fois conduit
à une réduction de prés de 4 fois de la présence de produits matures dans les fractions
enrichies en CMV en plus de réduire la présence de p25/p24 à la membrane
plasmique. Ce processus d’intemalisation de Gag de la membrane plasmique vers les
structures intracellulaires requiert la présence de TsglOl mais aussi un domaine p6
fonctionnel supportant l’idée que Gag est relâché sous forme mature avant d’être
intemalisée [9]. Plusieurs données suggèrent qu’en absence de Vpu, ces particules
relâchées seraient retenues à la membrane plasmique formant des amas observables
par microscopie électronique [41] et corrélant avec la présence de produits matures
dans les fractions de faible densité dans notre fractionnement. Ce phénotype serait en
fait du à un facteur de restriction cellulaire dominant [42]. L’étude des cellules
simiennes Cos-7 non répondeuses à l’effet de Vpu au niveau de la relâche de virions
et des cellules humaines HeLa sensibles à la protéine accessoire a montré que la
fusion de ces deux types cellulaires conduit au maintien de la restriction.
L’expression de Vpu ne permet pas de stimuler la libération de particules virales dans
ces hétérocaryons, suggérant que Vpu n’est capable de surmonter ce bloc que dans
un contexte humain [42]. Neil et coll. ont par ailleurs montré qu’en absence de Vpu,
un traitement à la subtilisine, une sérine endopeptidase, permet la libération des
particules virales attachées à la membrane plasmique, impliquant que ce facteur de
restriction aurait des propriétés adhésives favorisant la rétention de virions à la
membrane plasmique et par la suite son intemalisation vers les CMV [10]. De
manière intéressante, dans les cellules HEK293T du moins, l’effet de Vpu sur la
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relâche est dépendant du cycle cellulaire: Deora et colt, ont mis en évidence que les
cellules HEK293T à confluence ont la capacité de relâcher 5 fois plus de particules
virales en présence de Vpu. Ceci serait du à l’arrêt du cycle cellulaire induit par
l’inhibition de contact puisque l’utilisation de drogues bloquant les cellules
HEK293T en phase Gi ou G2 produit le même effet sur la relâche de particules
virales [43]. Ainsi la prolifération cellulaire jouerait un rôle important dans les
fonctions de Vpu sur la libération de particules virales dans les cellules HEK293T.
Or, la protéine accessoire Vpr est connue pour sa capacité à moduler la progression
des cellules infectées dans le cycle cellulaire : elle a été montrée comme bloquant les
cellules en phase G2. Ainsi l’arrêt de cycle induit par Vpr est considéré comme
favorisant la progression dans le cycle de réplication du virus et permettrait
d’augmenter la production de particules virales [44]. On peut donc supposer que les
protéines accessoires Vpr et Vpu pourraient agir de concert pour faciliter la
production et la relâche de particules virales dans le surnageant, permettant ainsi une
meilleure propagation du virus dans l’organisme. Ainsi Vpr pourrait via son arrêt du
cycle cellulaire moduler les fonctions de Vpu sur la relâche résultant en une
augmentation de la libération de virions mais aussi en empêchant l’internalisation de
celles-ci. Il apparait donc important de vérifier si les protéines accessoires Vpu et
Vpr n’agiraient pas de concert, dans certains types cellulaires dont les cellules HEK
2931, pour favoriser la production et la relâche de particules virales.
Dans des conditions physiologiques, de nombreux facteurs peuvent moduler la
présence de Gag et de particules matures dans les CMV. La capacité
d’endocytose/phagocytose des cellules infectées ou disséminatrices est un élément
central de cette présence intracellulaire de Gag. Très récemment, Jouvenet et coll. ont
montré que la localisation de Gag dans les CMV au niveau des macrophages résulte
d’un processus de phagocytose des particules virales matures (Jouvenet 2006; Figure
2). Ainsi, la présence de Gag dans les CMV au niveau des macrophages serait le
résultat d’un processus d’intemalisation contrairement aux conclusions qui avaient
été tirés précédemment à partir d’analyse par microscopie électronique et à
fluorescence [5-7, 17] supposant que Gag est directement ciblé dans ces
compartiments intracellulaires. De manière intéressante, les macrophages sont
connus pour constituer un réservoir lors de la pathogénèse du VIH-1. En outre, ce
type cellulaire est plus résistant aux effets cytopathiques du virus que ne le sont les
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lymphocytes T par exemple (Kedzierska 2003), d’où une persistance plus importante
des macrophages infectés dans l’organisme. Le virus se trouvant dans les CMV au
niveau des macrophages reste infectieux [5, 6, 45] et peut être transmis aux cellules T
pendant une période très longue [45], suggérant que le maintien de ces importants
stocks intracellulaires pourraient permettre la dissémination du VIH-1 à travers
l’organisme. En effet, les CMV font partie intégrantes d’une voie sécrétoire connue
pour la libération d’exosomes dans Je surnageant suite au recrutement de ces
compartiments intracellulaires à la membrane plasmique. Le mouvement de ces
compartiments vers la membrane plasmique requiert un signal de mobilisation (e.g.
reconnaissance antigénique, stimulation calcique): il apparait donc critique d’étudier
le trafic de Gag dans les macrophages et les lymphocytes T dans un environnement
reproduisant les conditions physiologiques dans lesquelles le virus évolue. De
nombreuses données suggèrent que le recrutement des CMV peut se faire au niveau
de la formation d’une synapse immunologique entre deux cellules du système
immunitaire, permettant alors la transmission du virus de cellule à cellule par la
formation d’une synapse virologique ([45-4$]; Figure 2). Cependant, des travaux
récents suggèrent que dans le contexte des cellules dendritiques, connues pour former
elles aussi des réservoirs intracellulaires de particules virales infectieuses, la majeure
partie du virus transmis par contact cellule-cellule se fait grâce à un transfert de
particules virales restées associées à la surface cellulaire et non du fait du
recrutement des compartiments intracellulaires vers la synapse immunologique ([49];
Figure 2). Dans le contexte d’une présentation antigénique, la proportion de virus
transmis en trans, par recrutement des CMV, est augmentée mais reste mineure [49].
Des études plus approfondies sont nécessaires pour mieux évaluer l’importance pour
le VIH-l de constituer ces réservoirs intracellulaires. L’une des hypothèses postulées
est que la relocalisation de Gag dans les CMV favoriserait une évasion immunitaire,
le virus étant protégé dans ces réservoirs d’une quelconque reconnaissance par des
cellules du système immunitaire ou par les mécanismes de neutralisation développés
par la réponse humorale (anticorps neutralisants). Ainsi l’accumulation de particules
virales matures dans les CMV pourrait être un moyen pour le VIH-l de persister dans
l’organisme en se cachant du système immunitaire. La compréhension des ces
mécanismes d’évasion du VIH- 1 reste central pour le développement de traitements




Figure 2. Internalisation et transmission de particules virales des macrophages
et des cellules dendritiques vers une cellule cible. Alors que les macrophages et les
cellules dendntiques peuvent endocyter/phagocyter une proportion importantes de
particules virales matures pour constituer des réservoirs intracellulaires (A!B), la
transmission de vims des cellules dendntiques vers une cellule cible semble résulter
majoritairement de la présence de particules virales à la surface des ces cellules










2. Perspectives et conclusions
L’analyse du ciblage initial de la protéine Gag du VIH-l ainsi que son trafic
subséquent dans les cellules HEK293T a permis de mettre en évidence le rôle central
de la membrane plasmique dans l’initiation de l’assemblage des particules virales et
la localisation ultérieure de Gag dans des compartiments intracellulaires,
particulièrement les corps multivésiculaires. Nos données montrent que les molécules
de Gag nouvellement synthétisées se retrouvent majoritairement à des temps
précoces à la membrane plasmique où elles forment des particules virales matures
qui sont relâchées dans le milieu extracellulaire (figure 3). Parallèlement, bien que
nous ne pussions exclure un ciblage initial mineur de Gag qui aurait lieu de manière
concomitante vers les CMV, nos travaux montrent clairement que la majeure partie
de Gag se retrouvant dans les compartiments intracellulaires est issue d’un processus
d’intemalisation de la membrane plasmique. Ce phénomène, insensible à la
chlorpromazine, nécessite la présence du cholestérol à la membrane plasmique.
L’endocytose de Gag requiert deux mécanismes centraux dans l’assemblage des
particules virales : la multimérisation fonctionnelle des molécules de Gag en plus
d’un défaut de relâche des virions (figure 3).
Notre étude ouvre la voie à l’analyse du ciblage initial et du trafic de Gag dans
un contexte plus physiologique, c’est-à-dire dans les macrophages et les lymphocytes
T. Nos résultats favorisent le concept d’un rôle central de la membrane plasmique
dans l’initiation de l’assemblage des particules virales et leur libération subséquente
au niveau des cellules du système immunitaire, cibles du VTH-l. Bien que nous ne
puissions exclure que certains facteurs type-cellulaire dépendants puissent affecter le
trafic de la protéine Gag dans les macrophages et les lymphocytes T, certains travaux
dont ceux de Jouvenet et coll. suggèrent fortement que la localisation de Gag dans les
CMV résulteraient d’un phénomène de phagocytose au niveau des macrophages [221.
L’importance de ces stocks intracellulaires de particules matures reste un point
critique de la compréhension du trafic de Gag: quelles raisons poussent le VIH-l à
constituer de telles réserves intracellulaires, particulièrement dans les macrophages
qui supportent mieux les effets cytopathiques du virus et survivent très longtemps
dans l’organisme en comparaison des lymphocytes T ? En exploitant cette niche, le
virus serait-il capable d’établir les bases d’une persistance dans l’organisme? Cette
accumulation dans les CMV est-elle véritablement un mécanisme d’évasion du
124
système immunitaire ? Le fait de s’accumuler dans le compartiment d’assemblage
des molécules du CMH-II fonctionnels et de chargement de peptides antigéniques
pourrait-il permettre au VIH-1 de manipuler les molécules présentées au système
immunitaire et ainsi influencer sa réponse ? Ces questions sont cruciales pour une
meilleure compréhension des mécanismes de réplication du VIH, d’installation de la
persistance virale et des étapes de la pathogénèse de ce rétrovirus. La localisation de
particules virales matures dans les CMV pose aussi la question de l’efficacité des
traitements antirétroviraux actuels. Elles ouvrent la porte à la définition de nouvelles
stratégies pour lutter contre la propagation dans l’organisme du VIH- 1
Notre étude tend aussi à mieux définir le ou les processus d’intemalisation
impliqués dans la localisation intracellulaire de Gag. Le rôle central du cholestérol
dans l’organisation des plateformes d’assemblage de Gag, dans les différentes étapes
de formation des particules virales ainsi que dans l’intemalisation du VIH-1 vers les
CMV, suggèrent que ce constituant cellulaire est non seulement essentiel dans la
sortie du virus mais aussi dans la formation de ces réservoirs intracellulaires. De
manière intéressante, plusieurs études cliniques ont montré que les niveaux de
cholestérol pouvaient être un facteur de risque dans la séroconversion d’un patient:
l’étude d’une cohorte de jeunes hommes célibataires ayant des antécédents de
maladies sexuellement transmissibles ou de problèmes rénaux a montré que les
personnes ayant des niveaux sanguins faibles en cholestérol avaient deux fois plus de
chance d’être infecté que des hommes ayant des niveaux élevés de cholestérol [395].
Par ailleurs, certains travaux ont montré que les patients ayant un niveau faible en
cholestérol avaient quatre fois plus de chance de mourir du SIDA que les personnes
ayant des niveaux plus élevés en cholestérol [396]. En quoi des niveaux élevés en
cholestérol affectent-ils le risque d’infection et de propagation du VIH-1 ? Le
cholestérol pourrait-il être une voie intéressante pour la prévention des infections au
VIH-1 et le ralentissement de la maladie ? De plus, les radeaux lipidiques, constitués
de manière importante en cholestérol, seraient-ils le site préférentiel de sortie et
d’intemalisation du VIH-1 ? En d’autres termes, les radeaux lipidiques pourraient-ils
être directement impliqués dans la propagation mais aussi la persistance virale du fait
de son importance dans la relâche de particules virales et la constitution des stocks
intracellulaires ? Il apparait donc clairement que le cholestérol et ces microdomaines
de la membrane plasmique restent un sujet d’investigation dans la compréhension de
la pathogénèse du VIH-1.
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Finalement, nos travaux ouvrent la porte à l’étude de la coopérativité entre
protéines accessoires du VIH-1. Longtemps sous-estimées dans le cycle de
réplication du virus et dans l’établissement de la pathogénèse de ce rétrovirus, l’étude
plus poussée de ces protéines accessoires a révélé leur rôle central dans le
fonctionnement du VIH-1. Le fait que la confluence cellulaire, particulièrement
l’arrêt du cycle cellulaire, puisse moduler les fonctions de Vpu sur la relâche virale
soulève l’hypothèse d’une action concomitante entre les protéines Vpr et Vpu: ainsi
en promouvant l’arrêt de cycle en phase G2, Vpr pourrait favoriser non seulement la
production des transcrits viraux mais plus encore la libération de virions via la
modulation d’une des fonctions de Vpu dans certains types cellulaires. L’étude du
lien entre les fonctions de Vpr et Vpu pourrait mener à l’élaboration de stratégies
antivirales ciblant ces protéines accessoires comme précédemment suggéré du fait de
l’importance de Vpr dans l’import du complexe de préintégration. En définitive, ces
directions futures favoriseront une meilleure compréhension des mécanismes
d’assemblage et de formation du VIII-1 ainsi que des éléments impliqués dans
l’établissement de la persistance virale. Ces connaissances devront nous permettre à









Figure 3. Modèle du ciblage du précurseur Pr55G et de son trafic subséquent
dans les cellules HEK293T. La polyprotéine Gag est initialement et de manière
prédominante ciblée vers la membrane plasmique (1.) où elle multimérise et forme
des particules virales relâchées dans le milieu extracellulaire (2.). On ne peut
cependant pas exclure qu’une certaine proportion de p55Gag soit directement ciblée
dans les CMV initialement (1.). Dans le contexte où la relâche est peu efficace (i.e
absence de Vpu) (3.A), une proportion significative de particules virales matures est
intemalisée vers les CMV. En présence de Vpu, la localisation de Gag dans les CMV
est fortement réduite (3.B). Le processus d’intemalisation de Gag est dépendant du
cholestérol présent à la membrane plasmique mais insensible à la chlorpromazine.
Ces compartiments intracellulaires peuvent être recrutés à la membrane plasmique
suite à une stimulation (4.) et peuvent fusionner à la membrane limitante pour libérer
leur contenu intraluminal (5.). Cette voie d’exocytose ne semble pas constitutive dans
le cas des cellules HEK293T.
Membrane plasmique
plasmique
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